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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
bp  bazni par 
BHK  ledvične celice mladičev hrčkov (angl. baby hamster kidney) 
cRNK  komplementarna ribonukleinska kislina (angl. complementary ribonucleic 
acid) 
CVS referenčni sev adaptiran na celično kulturo (angl. challenge virus standard) 
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immunohistochemistry test)   
EBL  evropski netopirski lyssavirus (angl. European bat lyssavirus) 
ELISA  encimska imunoadsorpcijska preiskava (angl. enzyme – linked 
immunosorbent assay) 
FAO  Organizacija Združenih narodov za prehrano in kmetijstvo (angl. Food and 
Agriculture Organization of the United Nations) 
FAVN  nevtralizacijski test za določanje protiteles proti virusu stekline (angl. 
fluorescent antibody virus neutralization) 
FBS  serum govejega zarodka (angl. fetal bovine serum) 
FITC  fluorescein izotiocianat (angl. fluorescein isothiocyanate) 
GARC  Svetovna zveza za nadzor stekline (angl. Global Alliance for Rabies 
Control) 
IE/ml  internacionalne enote na mililiter    
MEM  minimalno osnovno gojišče (angl. minimun essential medium) 
mRNK sporočilna ribonukleinska kislina (angl. messenger ribonucleic acid) 
NNS  nacionalni negativni serum 
OIE  Svetovna organizacija za zdravje živali (angl. World Organisation for 
Animal Health) 
PBS  fosfatni pufer (angl. phosphate buffered saline) 
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PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
RABV  virus stekline (angl. rabies virus) 
RFFIT  hitri test inhibicije fluorescentnih žarišč (angl. rapide fluorescence focus 
inhibition test) 
RNK  ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
RNP  ribonukleoprotein (angl. ribonucleoprotein) 
RPMI  gojišče inštituta Roswell Park Memorial (angl. Roswell Park Memorial 
Institute)  
RT – PCR pomnoževanje s pomočjo reverzne transkriptaze in verižne reakcije s 
polimerazo (angl. reverse transcription polymerase chain reaction) 
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Steklina je neozdravljiva virusna bolezen osrednjega živčnega sistema in je zoonoza. 
Povzroča jo virus stekline, ki spada v družino Rhabdoviridae in rod Lyssavirus. Steklina se 
pojavlja kot urbani in kot silvatični tip stekline. Urbani tip stekline je značilen za manj 
razvite države, kjer so glavni rezervoar in prenašalci virusa psi, silvatični tip stekline pa je 
značilen za razviti svet, kjer so glavni rezervoar in prenašalci virusa lisice. Najpogostejši 
prenos virusa na človeka je preko sline z ugrizom stekle živali. Protivirusnega zdravila za 
zdravljenje stekline pri ljudeh ni, najpomembnejše je preprečevanje širjenja med živalmi 
(Petrovec, 2011).  
Pri ljudeh s tveganjem za stik z virusom stekline se priporoča preventivno cepljenje, 
medtem ko je profilaksa po stiku z virusom namenjena preprečitvi okužbe po izpostavitvi 
in zajema oskrbo rane in oceno tveganja. Na podlagi ocene tveganja se zdravnik odloči ali 
je po izpostavitvi potrebno cepljenje in/ali pasivna imunizacija s humanimi  
imunoglobulini specifični za virus stekline (Rabies Bulletin Europe, 2019).  
Najučinkovitejše preprečevanje stekline pri lisicah je oralno cepljenje z letalskim ali 
helikopterskim izmetavanjem vab, ki vsebujejo kapsule s cepivom (Preprečevanje stekline 
pri ljudeh, 2017).  
V Sloveniji morajo biti psi proti steklini cepljeni s prvim odmerkom cepiva med 12. in 16. 
tednom starosti. Drugo in tretje cepljenje se opravi v razmiku 12 mesecev od predhodnega 
cepljenja, pri čemer se dve cepljenji ne smeta opraviti v istem koledarskem letu. Naslednja 
cepljenja se izvedejo v skladu z navodili proizvajalca cepiva (Pravilnik …, 2013). 
Na učinkovitost cepljenja vplivajo poleg lastnosti cepiva in ustreznega rokovanja z njim 
tudi lastnosti prejemnika cepiva, ki so v primeru, da je prejemnik cepiva pes, njegova 
starost, pasma, telesna masa in zdravstveno stanje (Rashid in sod., 2009; Aghomo in sod., 
1990; Berndtsson in sod., 2011; Tasioudi in sod., 2018).  
Zlati standard med serološkimi metodami za ugotavljanje imunskega odziva po cepljenju 
pri ljudeh in živalih je nevtralizacijski test za določanje protiteles proti virusu stekline 
(angl. fluorescent antibody virus neutralization, FAVN), s katerim določamo titer 
specifičnih nevtralizacijskih protiteles proti virusu stekline (Rabies Bulletin Europe, 2019). 
V kolikor je titer protiteles enak ali višji od 0,5 internacionalnih enot na ml (IE/ml), je 
človek ali žival učinkovito zaščitena pred okužbo z virusom stekline (SOP 321, b.d.). 
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1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
Cilj naloge je bila analiza podatkov o cepljenju, starosti psov in številu cepljenj ter izračun 
korelacije med starostjo psov in nivojem protiteles ob predpostavki, da so bili vsi psi 
pregledani in cepljeni v skladu s predpisi. Pozitivna korelacija bi lahko pomenila doprinos 
k spremembi shem cepljenja in s tem k zmanjševanju stroškov zdravstvenega varstva psov 
za lastnika. 
Pričakujemo, da nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline narašča s starostjo in s 
številom cepljenj psov proti virusu stekline. Predvidevamo, da so cepiva različnih 
proizvajalcev enako imunogena in ne vplivajo bistveno na nivo protiteles ter da pasma in 
telesna masa psov nimata vpliva na nivo protiteles.   
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 RABDOVIRUSI 
2.1.1  Struktura rabdovirusov 
Virus stekline spada v red Mononegavirales, družino Rhabdoviridae, rod Lyssavirus in 
družino Rabies virus (Hostnik, 2013). Znotraj rodu Lyssavirus se nahaja 17 vrst virusov, ki 
povzročajo steklino. V Evropi se pojavljajo Rabies lyssavirus, European bat lyssavirus 1 in 
European bat lyssavirus 2 (ICTV, 2020). V Sloveniji je do zdaj dokazana samo vrsta 
Rabies lyssavirus. 
Vsi virusi iz družine Rhabdoviridae se pojavljajo v obliki paličastih virionov z zašiljenim 
koncem, dolgi so od 100 do 430 nm, široki od 45 do 100 nm (Hostnik, 2013) in spominjajo 
na obliko izstrelka (Petrovec, 2011). Površino virusa gradi plašč iz lipoproteinske ovojnice, 
iz katere izhajajo od 5 do 10 nm velike bodice premera 3 nm (Hostnik, 2013), ki so 
sestavljene iz trimerov glikoproteina G. Znotraj ovojnice je cilindrična nukleokapsida s 
heliksno simetrijo in premerom do 50 nm, kjer se nahaja RNK in strukturni proteini N 
(nukleoprotein), P (fosfoprotein) in L (polimerazni protein). Strukturni protein M (matriks 
protein) leži med ovojnico in nukleokapsido (Murray in sod., 2016).  
Virion je sestavljen iz 74 % proteinov, 20 % lipidov, 3 % RNK in 3 % ogljikovih hidratov 
(Hostnik, 2013). 
 
Slika 1: Virus stekline posnet z elektronskim mikroskopom pri 400.000 – kratni povečavi (Hostnik, 2013: 
204). 
2.1.2 Genom rabdovirusov 
Virus stekline ima linearno, enovijačno, negativno nabito molekulo RNK, ki predstavlja 
genom (Hostnik, 2013) in je dolga približno 12000 baznih parov (bp) (Murray in sod., 
2016). Ima zapis za pet genov, ki kodirajo strukturne proteine v zaporedju 5ʻ N – P – M – 
G – L – 3ʻ. Med pari genov N in P, P in M ter M in G so kratka nekodirajoča intergenska 
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zaporedja, ki se na koncu vsakega kodirajočega genskega zaporedja začnejo s stop 
kodonom in na začetku naslednjega kodirajočega genskega zaporedja končajo s start 
kodonom ATG (Hostnik, 2013).  
Najbolj spremenljiva regija genoma je intergenska regija med genoma G in L in se pri 
virusu stekline imenuje psevdogen psi (ψ). Psevdogen psi (ψ) zaradi odsotnosti bralnega 
okvirja kljub zadostni dolžini ne kodira proteina (Hostnik, 2013). Ohranitev regije ψ v 
divjih tipih virusov iz rodu Lyssavirus nakazuje na funkcionalno vlogo regije (Walker in 
sod., 2011). Faber in sod. (2004) so ugotovili, da regija ψ v povezavi z glikoproteinom G 
vpliva na nevroinvazivnost virusa stekline. 
Slika 2: Shematski prikaz genoma virusa stekline (Walker in sod., 2011: 113). 
Nekodirajoča sekvenca na 3ʻ koncu vijačnice RNK se imenuje leader RNK, na 5ʻ koncu pa 
trailer RNK in sta komplementarni. Leader RNK predstavlja promotor, potreben za začetek 
prepisovanja in pomnoževanja, ki ga prepozna kompleks RNK polimeraze ali virusna RNK 
transkriptaza (protein L) (Hostnik, 2013). Trailer RNK je odgovorna za zaključek prepisa 
in pomnoževanja, njena struktura je bolj spremenljiva v primerjavi z močno ohranjeno 
strukturo leader RNK, sestavljene iz 58 nukleotidov (Albertini in sod., 2011). 
2.1.3 Strukturni virusni proteini rabdovirusov 
Genom rabdovirusov, ki je evolucijsko nestabilen, kodira pet strukturnih proteinov: 
nukleoprotein N, glikoprotein G, fosfoprotein P, polimerazni protein L in matriks protein 
M (Hostnik, 2013).  
2.1.3.1 Nukleokapsidni protein N 
V z rabdovirusi okuženih celicah se prvi sintetizira nukleokapsidni protein N in je v 
primerjavi z ostalimi proteini navzoč v najvišji koncentraciji. S karboksiterminalnim 
koncem se veže v kompleks z virusno RNK in uravnava virusno prepisovanje in 
pomnoževanje.  
Pred vezavo v kompleks pride na proteinu N do konformacijskih sprememb, med drugim 
do fosforilacije na serinu 389, kar pa se zgodi le pri virusu stekline (Hostnik, 2013). 
Fosforilacija serina na mestu 389 igra pomembno vlogo pri prepisovanju in pomnoževanju 
virusne RNK, na kar kaže dejstvo, da zamenjava serina z drugo aminokislino na tem mestu 
ne vodi do fosforilacije in sta posledično prepis in pomnoževanje omejena (Wu in sod., 
2002).  
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Zaradi ključnih funkcij proteina N ima le ta najbolj ohranjeno aminokislinsko sestavo med 
različnimi genotipi virusa. Ena takih funkcij je zaščita genoma pred razgradnjo z 
ribonukleazami. Tovrstno zaščito mu omogoča razvrstitev proteinskih enot N vsakih 9 – 11 
nukleotidov okoli molekule RNK v obliki obroča. Prav tako je protein N pomemben pri 
oblikovanju virusa med njegovim razmnoževanjem (Hostnik, 2013).  
2.1.3.2 Glikoprotein G 
Glikoprotein G v primerjavi z ostalimi proteini najbolj prispeva k virulentnosti in 
nevrovirulentnosti virusa. Protein G tvori 505 aminokislin in omogoča vezavo virusa z 
receptorjem ter posledično vstop v gostiteljsko celico. Signalni peptid predstavlja prvih 19 
aminokislin, odgovoren je za prehod proteina G skozi membrano zrnatega 
endoplazmatskega retikuluma (ER) v Golgijev aparat (GA). Tam se signalni protein odcepi 
iz glikoproteina G. Ko ga prepoznajo limfociti B, se tvorijo nevtralizacijska protitelesa 
(glikoprotein G torej inducira protitelesa, ki nevtralizirajo virus). Posledica nizkega pH v 
gostiteljski celici je zlitje proteina G z endosomalno membrano. Glikoprotein G ima med 
aminokislinami 1 – 439 vsaj šest antigenskih determinant, na katera se vežejo ta 
nevtralizacijska protitelesa (Hostnik, 2013). 
Posledica točkovne mutacije na genu za glikoprotein G je izguba nevrovirulentnosti virusa 
in zamenjava arginina z glutaminom, izoleucinom, glicinom, metioninom ali serinom na 
mestu 333 zmanjša patogenost ali pa naredi sev avirulenten za imunokompetentne odrasle 
miši. Zamenjava aminokisline na mestu 333 prepreči prehod virusa iz celice v celico in do 
osrednjega živčnega sistema (Hostnik, 2013).  
Faber in sod. (2002) so ugotovili, da kulture tkivnih celic okužene z rekombinantnim 
virusom stekline, ki vsebuje dva gena z zapisom za protein G, proizvedejo dvakrat več 
proteina G kakor celice, okužene z virusom stekline z enim genom za protein G. Tako 
povečano izražanje proteina G v celicah okuženih z rekombinantnim virusom stekline je 
sovpadalo z večjo aktivnostjo kaspaze 3, čemur je sledilo zmanjšanje mitohondrijske 
respiracije v celicah. Prišli so do zaključka, da protein G oziroma gen z njegovim zapisom 
sproži apoptozno kaskado v okuženi celici, kar poveča moč protitelesnega odziva proti 
proteinu G in proti proteinu N v miših imuniziranih z rekombinantnim virusom stekline. 
2.1.3.3 Fosfoprotein P 
Fosfoprotein P ima regulatorno vlogo pri virusnem pomnoževanju (Hostnik, 2013). Deluje 
kot adaptor, ki na enem koncu veže N – RNK, na drugem pa L protein (Green in Luo, 
2009) in tako sestavlja RNK polimerazni kompleks, ki katalizira pomnoževanje virusnega 
genoma. Protein P deluje kot stabilizator in kofaktor proteina L (Hostnik, 2013).  
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




Liu in sod. (2004) so ugotovili, da skupno izražanje proteina N in P v celicah vodi v tvorbo 
N – P kompleksa, kar omogoča specifično vezavo z genomsko RNK, izražanje zgolj 
proteina N pa vodi do nespecifičnih vezav s katerokoli RNK.  
Protein P sestavlja 297 aminokislin, najbolj ohranjena regija se nahaja med aminokislino 
139 in 170 (Hostnik, 2013). Rekombinantni plazmid, ki je v raziskavi Kammouni in sod. 
(2015) izražal peptid od aminokisline 139 do 172, je v okuženih mišjih nevroblastomskih 
celicah povzročil povečanje aktivnosti mitohondrijskega kompleksa I in produkcijo 
reaktivnih kisikovih spojin (ROS) ter s tem sprožil oksidativni stres v podobni meri kakor 
plazmid, ki je izražal celoten protein P. Plazmidi, ki so kodirali druge peptide, tega niso 
bili zmožni (Kammouni in sod., 2015). Ključna aminokislina za tako mitohondrijsko 
motnjo in oksidativni stres v okuženih mišjih nevroblastomskih celicah je serin na mestih 
162 in 166 (Kammouni in sod., 2016).  
2.1.3.4 Protein L 
Rabdovirusni protein L oziroma od RNK odvisna RNK polimeraza kodira gen z 2127 
aminokislinami in zaseda 54 % genoma virusa stekline. Nastopa kot katalitična enota 
polimeraznega kompleksa in je encim z več funkcijami (Hostnik, 2013), ki v svojem 
delovanju tvori interakcije z drugimi proteini (Nakagawa in sod., 2017). V povezavi z 
nekatalitičnim kofaktorjem P vpliva na encimske reakcije v procesu prepisovanja in 
pomnoževanja (Hostnik, 2013), njuna povezava spodbudi aktivnost RNK polimeraze 
(Morin in sod., 2016). Pri prepisovanju in nastanku sporočilne RNK (angl. messenger 
ribonucleic acid, mRNK) je pomembna tudi interakcija proteina L z N – RNK (Petrovec, 
2011). Poleg polimerizacije virusne RNK in začetka prepisovanja in pomnoževanja je 
protein L odgovoren še za vrivanje genoma v kapsido (enkapsidacijo) (Hostnik, 2013). 
2.1.3.5 Protein M 
Protein M veže virusno membrano oziroma plašč viriona z ribonukleokapsido oziroma 
virusno sredico. Ob tem je na sredico ribonukleoproteina RNP (RNK – N kompleks) 
vezanih 1200 – 1500 kopij proteina M. Virionu daje značilno strukturo oblike izstrelka 
(Hostnik, 2013) ter stabilnost in trdnost (Petrovec, 2011). Zgrajen je iz 202 aminokislin in 
je najmanjši strukturni protein virusa stekline (Hostnik, 2013). Protein M inhibira 
prepisovanje in stimulira pomnoževanje virusne RNK (Finke in sod., 2003), za kar je 
odgovoren arginin 58 (Finke in Conzelmann, 2003). Sodeluje pri kondenzaciji heliksne 
sredice RNP, pri povezovanju virusne sredice s citoplazemsko membrano, pri sprostitvi 
virionov iz celice (eksocitozi) in ima vlogo pri citopatogenezi z virusom okužene celice. Za 
nastanek in sestavljanje infektivnih virusnih delcev je pomembna interakcija izrastkov 
trimera proteina G (bodic) s kompleksom RNP – M (Hostnik, 2013).  
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Slika 3: Shematski prikaz viriona rabdovirusa (SIB, 2019). 
2.1.4 Pomnoževanje virusa stekline 
Pomnoževanje virusa stekline je sestavljeno iz naslednjih stopenj: vezava na celico, vstop 
v celico, sproščanje virusnega genoma, sinteza virusnih proteinov, pomnoževanje 
virusnega genoma, sestavljanje virusa in izstop iz celice (Hostnik, 2013). 
2.1.4.1 Vezava virusa na gostiteljsko celico 
Tarčne celice virusa stekline so živčne in mišične celice. Molekule proteina G, ki so na 
površini virusa v bodicah, delujejo kot ligand in se pritrdijo na celične acetilholinske 
receptorje in ostale receptorje s fofsorno kislino, predvsem na nevronske receptorje CD56 
(Hostnik, 2013) ter na gangliozide tarčne celice (Petrovec, 2011). Za optimalno vezavo je 
potreben pH med 6,5 in 6 (Hostnik, 2013). 
2.1.4.2 Vstopanje virusa v gostiteljsko celico 
Po vezavi virusa na gostiteljsko celico sledi vstop virusa v celico po endocitotični poti. 
Kisel pH inducira konformacijsko spremembo proteina G, kar spodbudi fuzijo virusne 
ovojnice s celično membrano (Albertini in sod., 2011). Nato citoplazemska membrana z 
uvihanjem navznoter zaobjame nukleokapsido virusa ter tvori mešiček, ki se sprosti v 
citoplazmo in spoji z lizosomom. Tam poteka slačenje virusa – virusna kapsida se razgradi 
in virusni genom se sprosti v citoplazmo (Hostnik, 2013). 
2.1.4.3 Prepisovanje 
Prepisovanje poteka v citoplazmi gostiteljske celice in protein L (od RNK odvisna RNK 
polimeraza) je odgovoren za prepis negativno orientirane RNK virusa stekline v pozitivno 
komplementarno RNK. Najprej se prepiše v pet mRNK, ki so potrebne za sintezo petih 
strukturnih virusnih proteinov, nato pa z vezanim proteinom N v celotno verigo 
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komplementarne RNK, ki predstavlja matrico za tvorbo novih negativno orientiranih 
molekul RNK. Promotorsko mesto, ki izraža signal za prepis, se nahaja na 3ʻ koncu 
genoma, to je sekvenca 3ʻ - UUGU - 5ʻ. Na tem mestu se na virusno genomsko RNK veže 
polimeraza, ki se po njej premika in se ob vsakem genu sreča s stop oziroma start 
kodonom. Nekaj molekul polimeraze med prepisovanjem izpusti ta mesta, kar imenujemo 
pojemajoče preskakovanje (Hostnik, 2013). Posledica tega je koncentracijski gradient 
mRNK v odvisnosti od zaporedja in oddaljenosti genov od 3ʻ konca RNK (Albertini in 
sod., 2011). To pomeni, da je protein N preveden v višji koncentraciji kakor protein L, saj 
si geni sledijo v zaporedju  5ʻ N – P – M – G – L – 3ʻ (Hostnik, 2013).  
2.1.4.4 Pomnoževanje virusnih proteinov in virusnega genoma 
mRNK za posamezne proteine, razen za protein G, se vežejo na proste citoplazemske 
ribosome in se prevedejo v posamezne proteine. mRNK za protein G se prevaja na 
ribosomih, ki so vezani na endoplazmatski retikulum in ne na prostih ribosomih. Molekule 
proteina G potujejo preko Golgijevega aparata, tvori se mehurček (Hostnik, 2013), ki 
protein G privede do celične membrane (Murray in sod., 2016). Preden se protein G 
vključi v celično membrano, se s celičnimi glikoziltransferazami glikozilira, nato pa se v 
celični membrani nanj veže protein M. Ko se protein N sintetizira v dovolj visoki 
koncentraciji, se ustavi prepisovanje virusne RNK v odlomke mRNK in prične se 
prepisovanje virusne RNK v celo enotno komplementarno RNK (angl. complementary 
ribonucleic acid, cRNK) oziroma antigenom, ki predstavlja matrico za sintezo novih 
molekul virusne RNK (Hostnik, 2013).   
Okužba z virusom stekline sproži v citoplazmi okuženih živčnih celic tvorbo inkluzijskih 
Negrijevih teles in z uporabo in situ fluorescente hibridizacije je bilo ugotovljeno, da se 
vse molekule virusne RNK (genomska, antigenomska in mRNK) nahajajo znotraj 
inkluzijskih teles, ki po obliki in velikosti spominjajo na Negrijeva telesa. Iz tega sledi, da 
virusno prepisovanje in pomnoževanje potekata v Negrijevih telesih, ki pa so uporabna 
tudi v diagnostiki, saj so histološki dokaz okužbe možganskega tkiva z virusom stekline 
(Lahaye in sod., 2009). 
2.1.4.5 Sestavljanje virusa in izstop iz celice 
Na novonastalo virusno genomsko RNK se veže protein N, ki se odcepi iz N – P 
kompleksa v citoplazmi, in jo zaščiti pred ribonukleazami (Okomura in Harty, 2011; 
Hostnik, 2013). Na kompleks N – RNK se vežeta proteina L in P in tvori se nukleokapsida. 
Povezava nukleokapside s proteinom M, ki je v celični membrani vezan na protein G, 
sproži zvijanje in kondenzacijo viriona v značilno obliko izstrelka (Murray in sod., 2016). 
Mesta v citoplazmi, kjer se sestavlja virus, se imenujejo inkluzije ali vključki. Gre za 
proteinske tvorbe, ki jih sestavlja več nukleokapsid. Virus nato brsti iz celične membrane 
tako, da se ta izboči in za seboj potegne tudi nukleokapsido, kar je vzrok, da so lipidi 
virusnega plašča celičnega izvora (Hostnik, 2013). Virusni plašč vsebuje tudi manjšo 
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količino celičnih proteinov. Virusna ovojnica torej vsebuje tudi elemente celične 
membrane gostiteljske celice (Petrovec, 2011). Virus se odcepi in sprosti v okolico, ko je s 
celično membrano obdana celotna nukleokapsida. Smrt celice nastopi po okužbi (Murray 
in sod., 2016). 
 
Slika 4: Življenjski cikel virusa stekline (Albertini in sod., 2011: 6). 
2.1.5 Obstojnost virusa stekline 
V celici so virusi obstojni približno enako kot celica, občutljivi pa so na kemijske in 
fizikalne vplive v okolju. Med fizikalne vplive spadajo sprememba v temperaturi, pH, 
sevanje, svetloba in vlaga. Med kemijske vplive spadajo oksidanti, detergenti, topila, ioni 
soli in encimi. Virus ohrani infektivnost do enega meseca pri 4 °C in do nekaj mesecev pri 
-20 °C, če je v okolju s temperaturo nad 20 °C propade v enem dnevu (Hostnik, 2013).  
2.2 PREDSTAVNIKI RODU Lyssavirus IN NJIHOVA POJAVNOST 
V rod Lyssavirus spada 16 vrst virusov (Rabies Bulletin Europe, 2019), vse povzročajo 
steklino pri sesalcih in so za človeka smrtne (Hostnik, 2013).  
Klasični virus stekline (angl. rabies virus, RABV) (genotip 1) je prisoten na vseh celinah 
razen v Avstraliji, na našem območju predvsem med lisicami in v Ameriki med netopirji 
(Hostnik, 2013; Rabies Bulletin Europe, 2019). V Evropi sta prisotna še evropski 
netopirski lyssavirus  EBL 1 in EBL 2 (angl. European bat lyssavirus) (genotipa 5 in 6) 
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predvsem pri netopirjih in človeku (Aiyedun in sod., 2017; Hostnik, 2013) ter Bokeloh bat 
lyssavirus in Lleida bat lyssavirus pri žužkojedih netopirjih (Rabies Bulletin Europe, 
2019).  
V različnih afriških državah je bil pri človeku ter divjih in domačih živalih ugotovljen 
Mokola virus (genotip 3), v Srednjeafriški republiki in Nigeriji najpogosteje Lagos bat 
virus (genotip 2) predvsem pri netopirjih. Vrsta Duvenhage virus (genotip 4) je bila 
izolirana v Južni Afriki pri človeku, kasneje pa v Evropi pri netopirjih (Aiyedun in sod., 
2017; Hostnik, 2013). V Afriki se pojavlja tudi Ikoma virus, katerega rezervoar še ni 
določen (Rabies Bulletin Europe, 2019). 
Avstralija je bila stekline prosta celina do leta 1996, ko so pri človeku ugotovili Australian 
bat lyssavirus (genotip 7) in nato še pri netopirjih (Aiyedun in sod., 2017; Hostnik, 2013).  
Vrste Aravan virus, Khujand virus, Irkut virus, Shimoni bat virus in West Caucasian bat 
virus so ugotovili pri žužkojedih netopirjih in sicer Aravan virus in Khujand virus v 
osrednji Aziji, Irkut virus v vzhodni Siberiji in West Caucasian bat virus na področju 
Kavkaza (Aiyedun in sod., 2017; Hostnik, 2013). V Aziji so pri Indijski leteči lisici 
(Pteropus giganteus) izolirali Gannoruwa bat lyssavirus (Rabies Bulletin Europe, 2019). 
Kljub temu, da so si vrste virusov antigensko podobne, cepni virus stekline serotipa 1 ne 
zaščiti pred okužbo z drugimi serotipi (Hostnik, 2013).  
2.3 EPIDEMIOLOGIJA STEKLINE 
Poznamo dva tipa stekline – urbani (mestni) in silvatični (gozdni) tip (NIJZ, 2017).  
2.3.1 Urbani tip stekline 
Pri urbanem tipu je glavni rezervoar in prenašalec virusa stekline pes, lahko tudi druge 
domače živali. Prisotna je v Afriki, Aziji (Pakistan, Indija) in v Turčiji, drugje je večinoma 
izkoreninjena na račun vsakoletnega preventivnega cepljenja psov (Hostnik, 2013).  
2.3.2 Silvatični tip stekline 
Pri silvatičnem tipu stekline so glavni rezervoar divje mesojede živali, v srednji in zahodni 
Evropi predvsem lisica (Vulpes vulpes), na severu Evrope polarna lisica, v Afriki in Aziji 
volk, šakal, rakunasti pes, divji psi in mungo. V Ameriki predstavljajo rezervoar silvatične 
stekline lisice, kojoti, dihurji, rakuni in netopirji, med njimi žužkojedi in vampirski netopir 
(Hostnik, 2013). Polovica ljudi diagnosticiranih s steklino v Združenih državah Amerike je 
okužena z virusom, ki izhaja iz netopirjev (Aiyedun in sod., 2017).  
Po koncu druge svetovne vojne se je v Evropi pojavila silvatična oblika stekline, najprej 
leta 1939 na Poljskem, nato se je hitro razširila proti jugu in zahodu. Leta 1972 je dosegla 
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Slovenijo in leto kasneje so v Prekmurju zasledili prve primere steklih živali (Hostnik, 
2013).  
2.3.3 Steklina pri netopirjih 
Prenos stekline z netopirjev na živali je redek, do zdaj so zasledili le nekaj primerov 
prenosa vrste EBL 1, prenos ostalih vrst ni bil zabeležen. Prav tako je redek prenos virusa 
stekline na ljudi, vendar se kljub temu pojavljajo sporadični primeri ugrizov netopirjev in 
posledično okužbe z virusom stekline. Prvi tak primer okužbe človeka se je zgodil leta 
1977 v Ukrajini po ugrizu netopirja, prišlo je do okužbe z EBL 1 (Rabies Bulletin Europe, 
2019). 
2.3.4 Stekline proste države 
Država velja za steklino prosta, če v dveh zaporednih letih stalnega nadzora ni imela 
primera stekline (Bedeković in sod., 2018). V okviru tega nadzora je potrebno testirati vsaj 
4 živali na 100 km
2
 površine. Stekline proste države so: Velika Britanija, Španija, Francija, 
Portugalska, Italija, Švica, Švedska, Finska ter Nova Zelandija, Havaji, Japonska in 
Antarktika (Hostnik, 2013), od leta 2016 tudi Slovenija (NIJZ, 2017).  
2.4 STANJE V SLOVENIJI 
Urbana steklina je bila v Sloveniji izkoreninjena po letu 1947, ko so uvedli obvezno 
cepljenje psov proti steklini in začeli vršiti nadzor nad potepuškimi psi. Zadnji stekel pes je 
bil pri nas zabeležen leta 1954 (Petrovec, 2011). Od leta 1946 do 1950 je v Sloveniji umrlo 
14 ljudi zaradi urbane stekline, po letu 1950 pa primera smrti človeka zaradi stekline ni 
bilo (NIJZ, 2017). 
Leta 1973 so bile v Sloveniji, natančneje v Prekmurju registrirane prve divje živali, 
okužene s steklino. Od tam se je steklina širila proti jugozahodu države do reke Mure, ki pa 
je ni prešla (Hostnik, 2013).  
Leta 1979 je v Slovenijo prišel drugi val stekline in sicer na Koroško in v Zgornjesavinsko 
dolino. Leto kasneje se je steklina pojavila že v bližini Ljubljane, leta 1981 pa se je 
razširila do skrajnega juga države. Steklina je bila prisotna pri divjih živalih, nekaj 
primerov pa je bilo med necepljenimi domačimi živalmi (Hostnik, 2013).  
Leta 1988 so začeli s peroralnim cepljenjem lisic z živim, oslabljenim (atenuiranim) 
virusom vdelanim v vabe, ki so jih polagali ročno (Petrovec, 2011). Drastičen upad 
primerov stekline pri divjih živalih pa se je zgodil po letu 1995, ko so uvedli spomladansko 
in jesensko letalsko izmetavanje vab z živim, oslabljenim virusom stekline (UVHVVR, 
2019b). V naslednjih nekaj letih so položili manj vab in število primerov stekline pri divjih 
živalih je ponovno naraslo. Nato so spremenili program, uredili financiranje in povečali 
število vab, zaradi česar se je do leta 2007 stanje ponovno popravilo. Leto kasneje so na 
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mejnem območju s Hrvaško zasledili steklino pri divjih živalih in celo pri konju in psu, 
zaradi česar so se začeli izvajati posebni ukrepi za obvladovanje mejnih območij (Petrovec, 
2011). Leta 2013 je bil ugotovljeni zadnji primer silvatičnega tipa stekline v Sloveniji in 
sicer pri lisici (UVHVVR, 2019b).  
Od leta 2016 veljamo za stekline prosto državo, vendar še vedno obstaja nevarnost za vnos 
stekline s tistih območij, kjer je ta prisotna, predvsem zaradi migracij živali in ljudi. Stroka 
tako še vedno izvaja ukrepe in nadzor nad stanjem v Sloveniji (NIJZ, 2017). 
2.5 PRENOS VIRUSA STEKLINE 
Z virusom stekline se lahko okužimo preko sline, živčnega tkiva ali cerebrospinalne 
tekočine stekle živali (UVHVVR, 2019b) in ne preko krvi, urina ali blata okužene živali 
(NIJZ, 2017). 
Najpogostejša oblika prenosa virusa stekline je z ugrizom stekle živali preko okužene 
sline, ostale manj pogoste poti vključujejo kontakt okuženega materiala s sluznico oči, ust, 
nosa in kontakt z mukozno membrano (Aiyedun in sod., 2017; WHO, 2019). Virus stekline 
lahko prehaja le preko poškodovane kože, torej je možen prenos tudi preko opraskanine 
(Rabies Bulletin Europe, 2019; NIJZ, 2017). Potencialne, a redke oblike prenosa so še 
aerosolni prenos, prenos s transplantacijo okuženih organov (WHO, 2019), prenos preko 
placente in s človeškim ugrizom (NIJZ, 2017), teoretično je možen prenos tudi preko 
nepasteriziranega mleka (Modi in sod., 2017).  
Rastlinojede živali so redko vir okužbe, saj je pri njih bolezen smrtna in nimajo tako 
izražene težnje po agresivnem grizenju kot mesojede živali  (Hostnik, 2013).  
2.6 PATOGENEZA VIRUSA STEKLINE 
V patogenezo virusa stekline je vključenih več proteinov, glavno vlogo pa ima glikoprotein 
G (Dietzschold in sod., 2008).  
Virus stekline je nevroinvaziven, nevrotropen in zavira nevronske funkcije (Petrovec, 
2011). Ko vstopi skozi kožo ali sluznico, se lahko najprej namnoži v mišičnih celicah na 
mestu izpostavitve in nato doseže končiče senzoričnih ali motoričnih nevronov, lahko pa 
jih doseže direktno (Petrovec, 2011; Hostnik, 2013). Tako začetno pomnoževanje v ne – 
živčnem tkivu je verjetno razlog za razmeroma dolgo inkubacijsko dobo. Po vstopu v 
periferne živčne končiče, se virus veže na nikotinske acetilholinske receptorje v mišično – 
živčnem stiku in se po motoričnih nevronih premika s hitrim retrogradnim aksonskim 
prenosom. V nevronih poteka intenzivno pomnoževanje virusa, zaradi kopičenja virusnih 
proteinov pa nastajajo Negrijeva telesca (Petrovec, 2011). V osrednjem živčnem sistemu se 
virus najintenzivneje pomnožuje v nevroblastomskih celicah možganov (Hostnik, 2013), 
nato pa iz osrednjega živčnega sistema koncentrično potuje po perifernih živcih do 
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notranjih organov ter dobro oživčenih lasnih foliklov in žlez slinavk. Virusa v krvi ne 
najdemo, ne povzroča viremije. Pomnoževanje virusa v celicah slinskih žlez je v 
primerjavi s pomnoževanjem v osrednjem živčnem sistemu aktivnejše, v žlezah je virusa 
več kot 1000 – krat več kot v osrednjem živčnem sistemu in se izloča s slino. V  primeru 
encefalitisa virus ne potuje na periferijo in ostane v osrednjem živčnem sistemu (Petrovec, 
2011).  
Razdražljivo in agresivno obnašanje stekle živali je posledica okužbe limbičnega sistema 
možganov. Glede na to, da v okuženih tkivih ni videti večjih patoloških sprememb, vpliva 
okužba verjetno najbolj na metabolizem in prenos signalov med živčnimi celicami. Z 
razmnoževanjem in premikanjem znotraj nevronov se virus uspešno izmika imunskemu 
sistemu gostitelja in nevtralizacijska protitelesa, ki delujejo proti glikoproteinu G in ki so 
bistvena za zaščito, se tvorijo šele po pojavu simptomov. Specifična protitelesa IgM se 
pojavijo v majhni količini (Petrovec, 2011). Celično posredovana imunost ima majhno 
vlogo pri zaščiti ob okužbi z virusom stekline (Murray in sod., 2016).  
Količina virusnega antigena je v osrednjem živčnem sistemu, kjer se začne virus 
intenzivneje pomnoževati, večja kot v periferiji. Zaradi hitrega prenosa virusa iz 
osrednjega živčnega sistema nazaj na periferijo je predstavitev antigena limfocitom B 
zakasnjena. Po stimulaciji in zorenju limfocitov B v plazmatke, je prehod protiteles nazaj v 
osrednji živčni sistem otežen zaradi možgansko krvne pregrade. Ob vsem še virusni 
fosfoprotein P inhibira interferonski odziv in s tem dodatno zakasni gostiteljev imunski 
odziv, kar virusu predstavlja prednost (Johnson in sod., 2010).     
2.7 KLINIČNA SLIKA 
2.7.1 Pri človeku 
Inkubacijska doba traja pri steklini od 20 do 90 dni, v nekaterih primerih lahko le nekaj 
dni, v nekaterih tudi več let (Jackson, 2013). Bližje kot je mesto izpostavitve glavi in s tem 
osrednjemu živčevju in več kot je virusa sproščenega, krajša je inkubacijska doba 
(Petrovec, 2011). Dolžina inkubacijske dobe je odvisna tudi od imunskega stanja 
organizma in virulence virusa (Hostnik in sod., 2011). Načeloma je inkubacijska doba 
krajša tudi pri večkratnih ugrizih in ugrizih v obraz (Jackson, 2013).  
Začetni simptomi stekline navadno niso specifični in se izražajo od dva do deset dni, to je 
čas, ko virus stekline potuje proti hrbtenjači. Ti simptomi vključujejo slabo počutje, 
izčrpanost, vročino, mrzlico, glavobol, nespečnost, tesnobo, razdražljivost, mravljinčenje, 
bolečino in srbež mesta izpostavitve (Jackson, 2013; NIJZ, 2017).  
Sledi obdobje prizadetosti živčevja, ki traja dva do sedem dni in se izrazi v dveh oblikah: 
furiozni in paralitični obliki (NIJZ, 2017).  
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Za furiozno obliko so značilni krči, razdražljivost, hidrofobija, zmedenost, halucinacije, 
pospešeno dihanje in utrip, slinjenje, pogosta je vročina (NIJZ, 2017; Petrovec, 2011). Pri 
manj kot polovici bolnikov je izražena hidrofobija (Petrovec, 2011). Tak bolnik umre v 
enem tednu po pojavu simptomov zaradi splošne paralize in odpovedi srca (NIJZ, 2017). 
Furiozna oblika stekline se pojavi v 80 % primerov in zdi se, da je breme okužbe pri taki 
obliki v možganih (Jackson, 2013). 
Simptomi paralitične oblike so ohlapna ohromelost mišic, vročina, zastoj urina in trajajo do 
enega meseca. Bolnik umre zaradi paralize mišic jezika, grla, žrela in paralize dihalnih 
mišic (NIJZ, 2017). Paralitična oblika stekline se pojavi v 20 % primerov, breme okužbe 
naj bi bilo v hrbtenjači (Jackson, 2013).  
2.7.2 Pri živali 
Pri različnih vrstah živali so simptomi lahko različni. Po inkubacijski dobi se pojavijo prvi 
simptomi, ki trajajo nekaj dni in se kažejo kot spremembe v vedenju (agresivnost, izguba 
apetita, divje živali se ne bojijo bližine človeka). Pri furiozni obliki so živali agresivne in 
pogosto grizejo, pri paralitični obliki pa niso zmožne požirati, zaradi česar se značilno 
penasto slinijo. Pri nekaterih živalih se pojavi paraliza zadnjih okončin, ki napreduje v 
popolno paralizo in smrt (UVHVVR, 2019b)  
2.8 MIKROBIOLOŠKA DIAGNOSTIKA 
2.8.1 Direktni imunofluorescentni test (DIF)  
Po priporočilih WHO in svetovne organizacije za zdravje živali (angl. World Organisation 
for Animal Health, OIE) je DIF zlati standard v diagnostiki stekline (Rabies Bulletin 
Europe, 2019). Gre za metodo z visoko specifičnostjo, pri kateri lahko uporabimo tudi 
starejši vzorec z že inaktiviranim virusom (Hostnik, 2013).  
Odtis preiskovanega tkiva, ki je možganska baza ali Amonov rog, fiksiramo na 
predmetnem stekelcu in tretiramo s konjugatom, v katerem so specifična protitelesa proti 
nukleoproteinu virusa stekline označena (konjugirana) s fluorescein izotiocianatom (angl. 
fluorescein isothiocyanate, FITC) (Hostnik, 2013; OIE, 2018). Po inkubaciji s spiranjem 
odstranimo nevezan konjugat in vzorec pregledamo pod fluorescentnim mikroskopom. V 
kolikor so bili v tkivu prisotni antigeni, so se nanje vezala protitelesa iz konjugata, kar se 
pod fluorescentnim mikroskopom nato vidi kot zeleno obarvanje (Hostnik, 2013). 
2.8.2 Direktni hitri imunohistokemični test (angl. direct rapid immunohistochemistry 
test, dRIT) 
Metoda dRIT ima podobno občutljivost in specifičnost kot metoda DIF in se jo v rutinski 
diagnostiki stekline lahko uporabi kot njeno alternativno, predvsem v laboratorijih, kjer 
nimajo fluorescentnega mikroskopa (Lembo in sod., 2006). Gre za podobno metodo, le da 
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se pri dRIT uporabijo monoklonska ali poliklonska protitelesa označena z biotinom, na 
katerega se ob dodatku streptavidin peroksidaznega kompleksa veže streptavidin. Pri 
pozitivnem vzorcu pride do vezave takšnega protitelesnega kompleksa na antigen, ob 
čemer se pojavi barvna reakcija, ki jo lahko vidimo pod svetlobnim mikroskopom (OIE, 
2018).  
2.8.3 Izolacija virusa na celični kulturi  
Metodo izolacije virusa na celični kulturi se uporablja za potrditev nejasnih rezultatov 
pridobljenih z metodo direktne imunofluorescence in za opredelitev seva (Rabies Bulletin 
Europe, 2019).  
Suspenzijo vzorca možganskega tkiva z dodanim antibiotikom inokuliramo na sloj mišjih 
celic nevroblastoma. Po adsorbciji odstranimo inokulum, dodamo gojišče za celično 
kulturo, inkubiramo in fiksiramo, nato pa s testom imunofluorescence preverjamo 
prisotnost virusnih delcev (Hostnik, 2013).  
Izolacija na celični kulturi je v primerjavi z biološkim poskusom na miših enako 
občutljiva, hitrejša in cenejša (Rabies Bulletin Europe, 2019). 
2.8.4 Dokaz virusne RNK z metodo PCR z reverzno transkriptazo (angl. reverse 
transcription polymerase chain reaction, RT – PCR) 
RT – PCR je zanesljiva in občutljiva metoda v diagnostiki stekline in se uporablja tudi za 
ugotavljanje stekline pri poginulih živalih, ko vzorčni material že razpada. Prav tako je 
metoda primerna za dokazovanje virusa v slini, kjer je virusna koncentracija nižja kot v 
možganskem tkivu, kar z metodo imunofluorescence, razen ob predhodnem pomnoževanje 
virusa na celični kulturi, ni možno (Hostnik, 2013).  
V zadnjem času se pogosto uporablja metoda PCR v realnem času, ki ima še večjo 
občutljivost in je hitrejša (Rabies Bulletin Europe, 2019).   
2.9 PREPREČEVANJE STEKLINE  
Protivirusnega zdravila za zdravljenje stekline ni, zato je toliko bolj pomembno njeno 
preprečevanje (NIJZ, 2017). 
Zaradi stekline umre po svetu okoli 55.000 ljudi letno (NIJZ, 2017), glavni vir okužbe za 
ljudi je pes, odgovoren je za 99 % vseh okužb z virusom stekline (urbani tip stekline). 95 
% vseh smrti zaradi stekline se zgodi v Aziji in Afriki in v 40 % smrt doleti otroke mlajše 
od 15 let (WHO, 2019).  
Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organisation, WHO), OIE, 
Organizacija Združenih narodov za prehrano in kmetijstvo (angl. Food and Agriculture 
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




Organization of the United Nations, FAO) in Svetovna zveza za nadzor stekline (angl. 
Global Alliance for Rabies Control, GARC) so organizacije, ki so se združile z namenom, 
da s skupno strategijo do leta 2030 preprečijo smrti zaradi stekline (WHO, 2019).  
2.9.1 Preprečevanje stekline pri psih  
Najpomembnejši preventivni ukrep za preprečevanje stekline pri psih je obvezno cepljenje 
psov proti steklini, navkljub dejstvu, da je po večjem delu Evrope steklina izkoreninjena 
(UVHVVR, 2019b). 
Cepljenje psov proti steklini prepreči kar nekaj smrti pri ljudeh in zmanjša potrebo po 
uporabi profilakse po stiku z virusom (WHO, 2019). Primarno cepljenje psov proti steklini 
mora biti izvedeno v starosti od 12 do 16 tednov in najpozneje takrat morajo biti psi 
označeni in vpisani v centralni register psov. Drugo in tretje cepljenje psov je potrebno 
opraviti v razmiku do 12 mesecev od predhodnega cepljenja, pri čemer se dve cepljenji ne 
smeta opraviti v istem koledarskem letu. Tretje cepljenje se izvede s cepivi, ki zagotavljajo 
več kot enoletno imunost. Naslednja cepljenja se izvedejo po navodilih proizvajalca 
cepiva. Če se drugo, tretje ali nadaljnja cepljenja ne opravijo dosledno, se naslednje 
cepljenje šteje kot prvo (Pravilnik …, 2013).  
Cepivo ne sme biti živo modificirano in je lahko ali inaktivirano cepivo z najmanj eno 
antigensko enoto na odmerek ali rekombinantno cepivo, ki v živem virusnem vektorju 
izraža imunizirajoči glikoprotein G virusa stekline (Priloga III Uredbe (EU) št. 576/2013, 
2013).  
V državah, kjer imajo še vedno težave z urbanim tipom stekline, je program masivnega 
parenteralnega cepljenja psov tudi potepuških, ključen za nadziranje stekline (Rabies 
Bulletin Europe, 2019). Za zmanjšanje števila pasjih ugrizov je pomembna tudi kontrola 
populacije potepuških psov s sterilizacijo (Abraham in sod., 2017).  
Ker obstaja možnost prenosa tega virusa v stekline proste države, so bili v Evropski Uniji 
uvedeni strogi zakoni in predpisi glede vnosa ljubljenčkov v tuje države, kar pomeni, da 
morajo biti psi, mačke in domači dihurji pri vstopu v drugo državo cepljeni proti steklini in 
doseči zadosten imunski odziv (Rabies Bulletin Europe, 2019). Za preverjanje uspešnosti 
cepljenja mora biti psom, ki potujejo iz tretjih držav, ki niso članice Evropske Unije ali jih 
samo prečkajo, odvzet vzorec krvi najmanj 30 dni po cepljenju proti steklini in ne prej kot 
tri mesece pred načrtovano potjo. Titer protiteles proti virusu stekline mora znašati vsaj 0,5 
IE/ml krvi, da se psa smatra kot pravilno cepljenega in ustrezno zaščitenega proti steklini 
(Aneks IV k Uredbi (EU) št. 576/2013, 2013). 
2.9.1.1 Cepiva proti steklini v Sloveniji 
Na seznamu zdravil za uporabo v veterinarski medicini je navedenih pet cepiv proti okužbi 
z virusom stekline (JAZMP, 2017). 
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Cepivo Biocan Novel R proizvaja podjetje Bioveta iz Češke in vsebuje inaktiviran sev 
virusa stekline SAD Vnukovo – 32. Pse se cepi subkutano po dopolnjenem 12. tednu 
starosti in po dveh tednih po cepljenju nastopi zaščita, ki traja najmanj tri leta po prvem 
cepljenju. Vzdrževalni odmerek se aplicira vsake tri leta. Če se psa cepi pred dopolnjenim 
12. tednom starosti, mora biti prvi odmerek cepiva apliciran po 6. tednu starosti, drugi 
odmerek pa ne pred 12. tednom starosti in ne prej kot tri tedne po prvem odmerku. V 
primeru potovanja na tvegana območja se priporoča cepljenje z dvema odmerkoma cepiva, 
saj v študijah 10 % psov po prvem cepljenju ne doseže serokonverzije, 17 % pa ne doseže 
titra protiteles 0,5 IE/ml (Bioveta, 2016a).  
Cepivo Nobivac Rabies proizvaja podjetje Intervet in vsebuje inaktiviran sev virusa 
stekline Pasteur. Pse se cepi subkutano ali intramuskularno po dopolnjenem 12. tednu 
starosti in nudi po drugem cepljenju zaščito treh let. V primeru cepljenja pred 12. tednom 
starosti, je potreben drugi odmerek cepiva po 12. tednu. Vzdrževalni odmerek se aplicira 
vsake tri leta (MSD Animal Health, 2018).  
Cepivo Rabisin proizvaja podjetje Merial iz Francije in vsebuje inaktivirane glikoproteine 
G virusa stekline. S prvim odmerkom se subkutano cepi psa po dopolnjenem 12. tednu 
starosti, drugo cepljenje sledi po enem letu, vsa nadaljnja pa na tri leta (Boehringer 
Ingelheim, 2020).  
Cepivo Eurican DAPPI –  LR je večvalentno cepivo, ki vsebuje oslabljeni virus pasje kuge, 
oslabljeni adeno virus, oslabljeni virus parvoviroze, oslabljeni virus parainfluence tipa 2, 
dva serovara Leptospire interrogans in glikoproteine G virusa stekline. S tem cepivom se 
subkutano cepi pse starejše od 12 tednov, sledi revakcinacija po preteku 12 mesecev in 
nato vzdrževalni odmerki vsakih 12 mesecev. Zaščita nastopi dva tedna po prvem 
cepljenju proti vsem sevom, ki so vključeni v cepivo (Boehringer Ingelheim Vetmedica, 
2020).  
Cepivo Versiguard Rabies proizvaja podjetje Zoetis in vsebuje inaktiviran sev virusa 
stekline SAD Vnukovo – 32. S prvim odmerkom se subkutano ali intramuskularno cepi pse 
starejše od 12 tednov. Zaščita nastopi 14 do 21 dni po prvem cepljenju in traja najmanj eno 
leto po apliciranem prvem odmerku cepiva in dve leti po poživitvenem odmerku (Grovet, 
2020).  
2.9.2 Preprečevanje stekline pri lisicah 
V Evropi prevladuje silvatični tip stekline in 80 % primerov steklih divjih živali 
predstavlja lisica (Vulpes vulpes) (Rabies Bulletin Europe, 2019).  
Konvencionalne metode iztrebljanja populacije lisic, ki so se uporabljale v preteklosti, pri 
znižanju incidence stekline niso bile uspešne. Edina uspešna metoda za zatiranje stekline 
pri lisicah je oralno cepljenje z živim oslabljenim virusom stekline, ki je v vabah in je bilo 
prvič uspešno izvedeno v Švici leta 1978. Najučinkovitejše je letalsko ali helikoptersko 
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izmetavanje vab, ročno polaganje vab pa se uporablja v bolj urbanih predelih (mestni 
parki, pokopališča, industrijska območja in podobno) (Rabies Bulletin Europe, 2019).  
Vabe so sestavljene iz zunanjega ovoja in kapsule s cepivom. Ovoj vsebuje snovi, ki 
privabijo lisice in biomarker tetraciklin (Preprečevanje stekline pri ljudeh, 2017). Cepilni 
sev je brez nevrotropnih lastnosti zaradi mutacije na genu za glikoprotein G na mestu 333. 
Virus zaradi tega ne prepozna acetilholinskega receptorja na nevronu in ne povzroča 
bolezni. Virusni sev iz cepiva se v ustni votlini pomnoži v celicah sluznice in sproži 
imunski odziv cepljene živali (Hostnik, 2013).  
Na seznamu zdravil za uporabo v veterinarski medicini so navedena tri cepiva za peroralno 
cepljenje lisic (JAZMP, 2017). Cepivo Fuchsoral vsebuje oslabljeni sev virusa stekline 
SAD B 19, cepivo Lysvulpen vsebuje oslabljena seva virusa stekline SAD B 19 in SAD 
BERN, cepivo Rabadrop pa oslabljen sev virusa stekline SAD Clone. Vsi nudijo imunsko 
zaščito vsaj eno leto po zaužitju vabe (Bioveta, 2016b; 2016c; Veting, 2016). 
Države, ki imajo program oralnega cepljenja lisic, redno izvajajo monitoring uspešnosti 
programa s preverjanjem zaužitja vab (pobiranje vab), čredne imunosti proti steklini in 
incidence stekline. V ta namen so na območju, kjer se je izvajalo cepljenje odstreljene štiri 
divje živali (lisice) na 100 km
2
 letno in predstavljajo vzorčno populacijo (Cliquet in sod., 
2010). Pobiranje vab in s tem uspešnost peroralnega cepljenja se ugotavlja s prisotnostjo 
biomarkerja tetraciklina v zobeh in kosteh lisic, s fluorescentnim mikroskopom (Cliquet in 
sod., 2010; Bedeković in sod., 2018). V kolikor dokažemo tetraciklin v zobnem tkivu, to 
pomeni, da je žival vabo zaužila. Imunost populacije se preverja z določanjem titra 
nevtralizacijskih protiteles proti virusu stekline v vzorcih krvi živali, običajno z ELISA 
(Cliquet in sod., 2010).  
V Sloveniji je jeseni 2019 potekala zadnja redna akcija cepljenja lisic proti steklini 
(UVHVVR, 2019a).  
2.9.3 Preprečevanje stekline pri ljudeh  
2.9.3.1 Profilaksa pred stikom z virusom 
Profilaksa pred okužbo z virusom pomeni preventivno cepljenje in se priporoča vsem z 
rednim, pogostim ali povečanim tveganjem za stik s potencialno kužnino. Tako se 
cepljenje priporoča laboratorijskim delavcem, študentom veterinarske medicine, 
veterinarjem in ostalim, ki so v stiku z živalmi, kot tudi popotnikom, ki potujejo na 
območja z visokim tveganjem za okužbo z virusom stekline (Rabies Bulletin Europe, 
2019). Po izvedenem bazičnem cepljenju, pri katerem sledi drugi poživitveni odmerek 
cepiva sedem dni po prvem in tretji 21 oziroma 28 dni po prvem odmerku, se vsakih šest 
mesecev preverja titer protiteles laboratorijskim delavcem in enkrat na dve leti ostalim 
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cepljenim. Revakcinacija je potrebna, če titer protiteles pade pod 0,5 IE/ml krvi 
(Preprečevanje stekline pri ljudeh, 2017).  
V Sloveniji se uporablja cepivo VERORAB proizvajalca Sanofi Pasteur iz Francije. Gre za 
inaktivirano cepivo, ki vsebuje Pitman – Moorov sev virusa stekline in je proizveden na 
Vero celični liniji, ki je prečiščena ledvična celična linija afriške zelene opice 
(Preprečevanje stekline pri ljudeh, 2017). 
2.9.3.2  Profilaksa po stiku z virusom in ocena tveganja 
Profilaksa po stiku z virusom nudi možnost preprečitve okužbe po izpostavitvi in primarno 
vključuje čimprejšnjo oskrbo rane, ki bi bila lahko kontaminirana z virusom stekline 
(Rabies Bulletin Europe, 2019). Rano se oskrbi z izpiranjem s tekočo vodo ter milom in 
nato se čim hitreje obišče zdravnika, ki se odloči o nadaljnjih ukrepih (NIJZ, 2017). Ob 
izpostavitvi morebitno stekli živali je potrebno narediti oceno tveganja in oceniti 
epidemiološko stanje na območju, kjer je do izpostavitve prišlo, na podlagi česar se 
strokovnjak odloči o smiselnosti profilakse po stiku z virusom (Rabies Bulletin Europe, 
2019). Pri izpostavitvi netopirjem se tveganje težje oceni, saj pustijo netopirji v primerjavi 
z ostalimi živalmi manj vidne posledice (Aiyedun in sod., 2017). 
V kategorijo I izpostavljenosti morebitni stekli živali spada hranjenje in dotikanje živali ter 
stik nepoškodovane kože z njenimi izločki in slino in ne zahteva profilakse po stiku s 
kužnino. V kategorijo II izpostavljenosti spada rahel ugriz nepoškodovane kože, manjše 
praske brez krvavitve in negotov stik z netopirjem, kar zahteva čimprejšnje cepljenje proti 
steklini po priporočeni shemi. Kategorija III zajema enega ali več ugrizov ali prask skozi 
kožo, stik živalske sline s poškodovano kožo ali sluznico in direkten stik z netopirjem, 
čemur mora slediti cepljenje izpostavljenega proti steklini po priporočeni shemi in pasivna 
imunizacija s humanimi protitelesi, specifičnimi proti virusu stekline (Rabies Bulletin 
Europe, 2019; Preprečevanje stekline pri ljudeh, 2017). Kot ugriz stekle živali 
obravnavamo tudi stik človeka z vsebino kapsule vabe (Preprečevanje stekline pri ljudeh, 
2017).  
Pasivna imunizacija omogoči takojšnjo zaščito s specifičnimi protitelesi proti virusu 
stekline še pred lastnim imunskim odzivom na cepivo (Preprečevanje stekline pri ljudeh, 
2017) in prepreči širjenje virusa po živčnem sistemu, vendar le v primeru, če je cepivo 
aplicirano v času inkubacijske dobe (Murray in sod., 2016). 
Obravnava izpostavljenih ljudi po stiku z virusom prepreči veliko smrti zaradi stekline, 
vendar predstavlja takšen pristop za rizična območja v Aziji in Afriki velik finančni 
zalogaj (WHO, 2019).  
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2.10 PREVERJANJE USPEŠNOSTI CEPLJENJA 
Za ugotavljanje imunskega odziva po cepljenju pri ljudeh in živalih se uporabljajo 
serološki testi, ki dokazujejo prisotnost specifičnih protiteles proti virusu stekline. Nekateri 
testi določajo samo specifična protitelesa, ki nimajo nevtralizacijskih sposobnosti, nekateri 
pa specifična protitelesa, ki so hkrati tudi nevtralizacijska. Za uspešno cepljenje se smatra 
tvorba in dokaz nevtralizacijskih protiteles, ki preprečijo vstop virusa v celico. Serološke 
metode v diagnostiki niso uporabne, ker se virusno specifična protitelesa v serumu 
okuženega človeka ali živali pojavijo šele po pojavu simptomov (Rabies Bulletin Europe, 
2019).  
2.10.1 Test FAVN  
Zlati standard med serološkimi metodami za določanje nivoja protiteles in s tem 
ugotavljanje zaščite pred okužbo z virusom stekline je test FAVN (Rabies Bulletin Europe, 
2019), s katerim  določamo titer specifičnih nevtralizacijskih protiteles proti virusu 
stekline. V kolikor so v preiskovanem serumu prisotna specifična protitelesa, bodo le – ta 
zavrla rast virusa na celični kulturi, kar preverimo z metodo direktne imunofluorescence. 
Končni titer protiteles v tem testu predstavlja največjo razredčino seruma, ki še ustavi rast 
virusa (Hostnik, 2013). Če je titer protiteles enak ali višji od 0,5 IE/ml, je človek ali žival 
ustrezno zaščitena pred okužbo z virusom stekline (SOP 321, 2019). 
Uspešnost izvedbe testa je v veliki meri odvisna od kvalitete serumskega vzorca, pri 
vzorcih slabe kvalitete lahko pride do citotoksičnega efekta, zaradi česar so rezultati 
netočni. Poleg tega je zaradi citotoksičnega učinka omejena izbira vzorcev za testiranje v 
FAVN, tako plevralna tekočina in vzorec tkivne tekočine mišice nista primerna. Bedeković 
in sod. (2013) so v študiji razvili in ocenili modificiran test FAVN, ki popolnoma odpravi 
citotoksični učinek na celice in z uporabo katerega se lahko testira tudi plevralna tekočina 
in vzorec tkivne tekočine mišice. 
Hostnik (2000) je primerjal rezultate testa FAVN z rezultati modificiranega testa FAVN, v 
katerem je namesto konjugata proti virusu stekline s fluorescenčnim barvilom uporabil 
mišja monoklonska protitelesa proti virusu stekline in kot sekundarna protitelesa 
peroksidazni proti – mišji konjugat. Rezultati so bili, namesto s fluorescentnim 
mikroskopom, odčitani spektrofotometrično ter bili med testoma primerljivi.  
2.10.2 Hitri test inhibicije fluorescentnih žarišč (angl. rapide fluorescence focus 
inhibition test, RFFIT)  
Metoda RFFIT se uporablja za spremljanje uspešnosti programa oralnega cepljenja lisic v 
Evropi (Johnson in sod., 2010) in za spremljanje precepljenosti ljudi, ki bi lahko prišli v 
stik z virusom stekline. S to metodo določamo nivo nevtralizacijskih protiteles proti virusu 
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stekline v živalskem ali človeškem serumu. Kot indikator pomnoževanja virusa stekline v 
okuženih celicah se uporablja imunofluorescentno barvilo (CDC, 2016).  
2.10.3 ELISA (angl. enzyme – linked immunosorbent assay) 
Za določanje nivoja specifičnih protiteles proti virusu stekline so na voljo tudi komercialno 
dostopni ELISA, katerih glavna prednost je, da so hitri in da se z njimi izognemo 
rokovanju z živim virusom (Rabies Bulletin Europe, 2019), vendar so uporabni le za 
monitoring precepljenosti divjih živali (OIE, 2018). Za razliko od metode RFFIT in 
FAVN, ELISA dokazuje vezavo protiteles na virusni antigen in ne dejanske nevtralizacije 
virusa (preverjanje biološke učinkovitosti protiteles), tako da so lahko rezultati lažno 
pozitivni v primerih, ko se protitelo veže na virus in ga ne inaktivira (CDC, 2016). 
2.10.4 Prisotnost biomarkerja tetraciklina 
Poleg metode RFFIT se uspešnost oralnega cepljenja lisic preverja s prisotnostjo 
biomarkerja tetraciklina, ki se ob zaužitju vabe nakopiči v zobeh in kosteh, s 
fluorescentnim mikroskopom (Cliquet in sod., 2010; Bedeković in sod., 2018). 
2.11 IMUNSKI ODZIV NA CEPIVO PROTI STEKLINI IN DEJAVNIKI, KI 
VPLIVAJO NA UČINKOVITOST CEPLJENJA 
Po cepljenju se v telesu aktivirata razvoj celične in humoralne imunosti. Za humoralno 
imunost je značilna tvorba protiteles proti različnim virusnim antigenom. Protitelesa proti 
glikoproteinu G se, glede na biološko funkcijo, imenujejo nevtralizacijska protitelesa (Cox, 
Dietzschold in Schneider, 1977).  
Po cepljenju nastopi kratka latentna faza protitelesne zaščite, ki ji sledi eksponentna faza 
rasti nevtralizacijskih protiteles, ki dosežejo najvišji nivo med  četrtim in šestim tednom po 
cepljenju. V obdobju od 10 do 16 mesecev po prvem cepljenju nivo zaščitnih protiteles 
pade pod 0,5 IE/ml, zato je pomembno poživitveno cepljenje (Barrat in sod., 2006).  
Na učinkovitost cepljenja vplivajo lastnosti cepiva, lastnosti prejemnika in drugi vplivi, ki 
se nanašajo na rokovanje s cepivom (Rashid in sod., 2009).  
2.11.1 Lastnosti cepiva 
Različna cepiva se med seboj razlikujejo v stopnji oslabelosti virusa, ki sestavlja cepivo, 
zato se razlikujejo tudi po učinkovitosti in trajanju imunosti (Rashid in sod., 2009).  
Psi, cepljeni z monovalentnimi cepivi, lažje dosežejo zadovoljiv titer protiteles v 
primerjavi s psi, cepljenimi s polivalentnimi cepivi (Cliquet in sod., 2003; Tasioudi in sod., 
2018). Neučinkovitemu imunskemu odzivu na račun polivalentnih cepiv bi se lahko 
izognili z večkratnim zaporednim cepljenjem psov (Cliquet in sod., 2003).  
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Živa, oslabljena (atenuirana) cepiva sprožijo močnejši in dalj časa trajajoči imunski odziv, 
kot neživa (inaktivirana), komponentna ali DNK cepiva ter toksoidi, vendar pa zadnja 
veljajo za bolj varna, saj inaktivirani cepni sevi virusa nimajo več sposobnosti 
pomnoževanja (Rashid in sod., 2009).  
Vsa neživa cepiva potrebujejo za zagotavljanje primernega imunskega odziva adjuvans, ki 
je v različnih cepivih različen in lahko različno vpliva na prejemnika ter lahko povzroča 
tudi neželene stranske učinke (Rashid in sod., 2009). 
2.11.2 Lastnosti prejemnika 
V mladičih maternalna protitelesa vplivajo na učinkovitost cepljenja s katerimkoli tipom 
cepiva, saj lahko nevtralizirajo antigene iz apliciranega cepiva in s tem zavirajo imunski 
odziv, sprožen s cepivom (Rashid in sod., 2009; Niewiesk, 2014). Maternalna protitelesa 
se pri ljudeh in živalih prenesejo z matere na mladiča preko placente ali v prvih 24 urah po 
rojstvu preko kolostruma ter vstopijo v mladičev krvni obtok in ga s tem ščitijo pred 
okužbami, dokler se ne razvije njegov lastni imunski sistem. Večina maternalnih protiteles 
je razreda G in delujejo na enak način kot kasneje aktivno proizvedena lastna protitelesa 
(Niewiesk, 2014). Zaradi negativnega vpliva maternalnih protiteles na antigene in s tem na 
razvoj imunskega odziva mladičev na cepivo, se mlade pse cepi po dopolnjenem tretjem 
mesecu starosti, ko se pričakuje dovolj velik upad nivoja maternalnih protiteles (Aghomo 
in sod., 1990). 
Aghomo in sod. (1990) so ugotovili, da se pasji mladiči necepljenih mater odzivajo bolje 
na cepivo kakor pasji mladiči cepljenih mater tudi po tem, ko nivo maternalnih protiteles 
pade pod zaznavno mejo. Enako so za mladiče lisic ugotovili Müller in sod. (2001). 
Starejši psi pogosto dosežejo nižje titre protiteles po cepljenju, verjetno zaradi starostno 
zmanjšane učinkovitosti imunskega sistema (Berndtsson in sod., 2011).  
Večje pasme psov naj bi dosegale nižje titre protiteles po primarnem cepljenju kot manjše 
pasme, vendar ta razlika po drugem cepljenju ni več opazna (Berndtsson in sod., 2011).  
V nekaterih raziskavah so pokazali, da psi mešanci dosegajo višje titre protiteles kot 
čistokrvni psi (Tasioudi in sod., 2018; Berndtsson in sod., 2011).  
Okuženost živali s helminti ali praživalmi, druge bolezni ali prejemanje nekaterih zdravil 
zmanjša delovanje imunskega sistema, kar vpliva na učinkovitost cepljenja zaradi slabšega 
imunskega odziva (Rashid in sod., 2009). 
Stres, povzročen s kirurškimi posegi, lahko zmanjša možnost pravilnega odziva imunskega 
sistema, prav tako tudi slaba prehranjenost živali, saj je ob podhranjenosti zmanjšan proces 
delitve celic in sinteze proteinov (protiteles, citokinov) (Rashid in sod., 2009).  
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2.11.3 Drugi vplivi 
Cepiva morajo biti shranjena pri priporočeni temperaturi, ob uporabi ne smejo presegati 
datuma veljavnosti in morajo biti aplicirana po navodilih proizvajalca (Rashid in sod., 
2009).  
K učinkovitosti cepljenja prispeva dosledno cepljenje psov ali drugih živali po shemi 
proizvajalca cepiva (Rashid in sod., 2009). Psi, ki so cepljeni dvakrat pred poživitvenim 
odmerkom, lažje dosežejo zadovoljiv imunski odziv na cepivo, kot psi, ki so pred 
poživitvenim odmerkom cepljeni samo enkrat (Tasioudi in sod., 2018).  
Pomemben je čas preverjanja zaščitnih protiteles v serumu in optimalno je preverjati 
takrat, ko začnejo IgM protitelesa padati in IgG naraščati. Prezgodnje preverjanje pokaže 
visok nivo IgM zaščitnih protiteles in ne poda podatka o IgG odzivu, medtem ko prepozno 
preverjanje zazna padec IgG protiteles, kar lahko napačno interpretiramo kot nezadosten 
imunski odziv (Kennedy in sod., 2007). Optimalen čas preverjanja protiteles je štiri do 
osem tednov po cepljenju (Tasioudi in sod., 2018; Cliquet in sod., 2003; Kennedy in sod., 
2007). Večkratno cepljenje lahko reši problem časovne določitve titra protiteles, saj se 
izognemo kasnejšemu padcu titra protiteles (Cliquet in sod., 2003). 
2.12 SUM NA STEKLINO 
Steklina po zakonodaji  (Pravilnik …, 2007) spada med obvezno prijavljive bolezni. Vsak 
sum je potrebno prijaviti najbližji veterinarski organizaciji (Zakon ..., 2006).  
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3 MATERIAL IN METODE 
Delo je potekalo na Inštitutu za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske fakultete v 
Ljubljani v skladu s standardno prakso mikrobiološkega varnega dela. Za določanje 
protiteles smo uporabljali standardni test FAVN, ki je rutinsko v uporabi. 
Moč korelacije smo določili glede na lestvico Pearsonovega koeficienta korelacije. 
Korelacije z vrednostmi 0,19 ali manj smo šteli za prenizke, da bi govorili o vplivu starosti 
psov na titer protiteles, korelacije z vrednostmi 0,20 ali več pa za dovolj velike, da smo 
potrdili vpliv starosti psov na titer protiteles. 
Lestvica Pearsonovega koeficienta korelacije (Benstat, 2020): 
 
0,00 – ni korelacije 
0,01-0,19 – neznatna korelacija 
0,20-0,39 – nizka/šibka korelacija 
0,40-0,69 – srednja/zmerna korelacija 
0,70-0,89 – visoka/močna korelacija 
0,90-0,99 – zelo visoka/zelo močna korelacija 
1,00 – popolna korelacija  
3.1 VZORCI 
V raziskavo smo vključili 349 psov različnih starosti in pasem iz različnih držav, od tega 
151 iz Slovenije, 66 iz Romunije, 93 iz Srbije, 39 iz Bosne in Hercegovine. Krvne vzorce 
so odvzeli veterinarji praktiki. Kri smo pustili stati na sobni temperaturi, da je koagulirala, 
nato smo jo do uporabe hranili pri temperaturi 5 °C +/- 3 °C.  Za daljši čas smo vzorce 
serumov shranili na < – 15 °C.  
3.2 FAVN TEST 
3.2.1 Gojenje virusa stekline – izolat CVS (Nancy, 1998) 
Uporabljali smo referenčni sev CVS – 11 (angl. challenge virus standard) adaptiran na 
celično kulturo, ki smo ga dobili v referenčnem virološkem laboratoriju za steklino 
AFSSA, Nancy iz Francije. Zalogo virusa smo pripravili z množenjem virusa na ledvičnih 
celicah mladičev hrčkov BHK – 21 (angl. baby hamster kidney), tako da smo v 25 cm
2
 
steklenicah na 24 ur star celični sloj inokulirali 0,5 ml referenčnega seva CVS – 11. Po 
enourni adsorbciji pri 37 °C +/- 1 °C in 5 % CO2 smo dodali v steklenico 10 ml gojišča 
sestavljenega iz 50 % MEM (angl. Minimum Essential Medium) + 50 % RPMI (angl. 
Roswell Park Memorial Institute) z dodatkom 5 % seruma govejega zarodka (angl. fetal 
bovine serum, FBS) in steklenice inkubirali pri 37 °C +/- 1 °C in 5 % CO2. Po 72 urni 
inkubaciji smo celični sloj tripsinizirali in suspenzijo celic z virusom CVS pomešali v 
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razmerju 1:1 s suspenzijo sveže tripsiniziranih celic BHK – 21. Suspenzijo 60 ml smo 




celic na 30 ml gojišča) in celice inkubirali 72 ur pri 37 
°C +/- 1 °C in 5 % CO2, nato smo celični sloj zamrznili pri – 70 °C.  
Odmrznjeno celično suspenzijo smo zbistrili s 30 minutnim centrifugiranjem 30 pri 3000 
obratih na minuto, supernatant razdelili v krioviale, jih označili in do priprave delovne 
razredčine virusa CVS shranili v zamrzovalniku pri < – 65 °C. 
3.2.2 Titracija virusa 




 (1,8 ml 
gojišča MEM in 0,2 ml suspenzije virusa). V jamice mikrotitrskih plošč smo nanesli po 50 
µl posamezne razredčine virusa. Vsako razredčino smo inokulirali v 8 jamic in ob nanosu 
pri vsaki jamici zamenjali nastavek mikropipete. V vse jamice smo dodali po 50 µl/jamico 
suspenzije sveže tripsiniziranih celic  BHK – 21 v koncentraciji 350000 celic/ml in 
inkubirali 40 – 48 ur v inkubatorju pri 37 °C +/- 1 °C in 5 % CO2. 
3.2.3 Odčitavanje titra virusa in določitev delovne razredčine virusa 
Titer virusa smo določili tako, da smo po 40 – 48 urni inkubaciji odlili gojišče, osušili in 
celični sloj fiksirali v 85 % acetonu. Prisotnost virusa v posamezni razredčini smo določili 
v imunofluorescentnem testu in titer virusa izračunali po Spearman – Kärber metodi. Na 
podlagi titra virusa smo določili delovno razredčino virusa, ki je vsebovala 100 TCID50 
enot virusa na jamico (dovoljen razpon je od 30 do 300 TCID50).  
TCID50 smo izračunali po formuli: 
TCID50 = titer virusa v log D50 – log delovne razredčine – log razredčine v jamici       …(1) 
3.2.4 Izvedba testa 
3.3.4.1 Priprava seruma  
Krvne vzorce smo pustili stati na sobni temperaturi, da so koagulirali in jih nato 
centrifugirali 5 do 10 minut pri + 2 °C do + 8 °C in 3000 obratov na minuto. Serume smo 
prelili v mikroepruvete, jih označili in inaktivirali v vodni kopeli 30 minut pri 56 °C.  
3.2.4.2 Priprava razredčin preiskovanih serumov 
V jamice mikrotitrske plošče smo odpipetirali po 100 µl gojišča za celično kulturo BHK – 
21. V prvo vrsto mikrotitrske plošče smo nanesli po 50 µl inaktiviranih preiskovanih 
serumov v štirih ponovitvah (vzorec 1 v jamice A1, A2, A3, A4, vzorec 2 v jamice E1, F1, 
G1, H1, vzorec 3 v jamice A7, B7, C7, D7 in vzorec 4 v jamice E7, F7, G7, H7). Serume 
smo redčili s prenašanjem po 50 µl iz prve kolone do kolone 5 oziroma 11, zadnjih 50 µl 
smo zavrgli. Koloni 6 in 12 sta nam služili kot kontrola rasti virusa. 
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Slika 5: Shema nanosa preiskovanih serumov živali na mikrotitrsko ploščo (SOP 321, 2019). 
3.3.4.3 Priprava delovne razredčine virusa in titracija virusa 
V epruveti smo pripravili ustrezno količino gojišča (za 1 mikrotitrsko ploščo vsaj 6 ml). V 
hladni vodi smo odmrznili kriovialo z že namnoženim virusom CVS – 11, ki smo ga 
hranili v zamrzovalniku, vorteksirali in v pripravljeno gojišče odpipetirali tisto količino 
virusa, ki smo jo določili kot delovno razredčino virusa (v našem primeru 70 µl virusa v 6 
ml gojišča). 
3.2.4.4 Kontrole testa FAVN – kontrolna plošča  
Titracija virusa CVS – 11: 
V vse jamice mikrotitrske plošče namenjene titraciji virusa CVS – 11 smo vnesli po 150 µl 
gojišča za celično kulturo BHK – 21. V prve štiri jamice (od A1 do A4) smo vnesli po 50 
µl delovne razredčine virusa in nato pripravili štirikratne razredčine tako, da smo po 50 µl 
prenašali do vrstice H in vsako razredčino dobro premešali. Iz zadnje razredčine smo 50 µl 
zavrgli.  
Titracija referenčnega OIE seruma: 
 Log  
razred
čine 
0,48 0,95 1,43 1,91 2,39  0,48 0,95 1,43 1,91 2,39  
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    A              
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    D              
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    G                   
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Uporabljali smo pozitiven serum OIE referenčnega laboratorija za steklino, Nancy iz 
Francije. Liofiliziranega smo hranili pri temperaturi od 2 °C do 8 °C. Pred prvo uporabo 
smo ga najprej razredčili po navodilih proizvajalca in nato v njem določali titer protiteles, 
ki je moral znašati med 0,29 in 0,87 IE/ml. Serum alikvotiran v mikroepruvete smo hranili 
pri – 20 °C. 
V vsako jamico polja »OIE serum« smo dodali po 100 µl gojišča. V jamice od A5 do A8 
smo vnesli po 50 µl OIE seruma in nato pripravili trikratne razredčine tako, da smo 
prenašali po 50 µl, zadnjih 50 µl smo zavrgli.  
Titracija nacionalnega negativnega seruma (NNS): 
Pripravili smo ga z združitvijo negativnih pasjih serumov, pri katerih nismo v testih 
dokazali specifičnih protiteles proti virusu stekline. Serum alikvotiran v mikroepruvete 
smo hranili pri – 20 °C. V vsako jamico »NNS serum« smo dodali po 100 µl gojišča. V 
jamice od F5 do F8 smo vnesli po 50 µl NNS seruma in nato s prenašanjem po 50 µl 
pripravili trikratne razredčine, zadnjih 50 µl smo zavrgli.  
Kontrola celic: V jamice od H9 do H12 smo dodali po 150 µl gojišča. 
Kontrola virusa: V jamice od G9 do G12 smo dodali po 100 µl gojišča.  
  CVS    OIE   SERUM 
NNS 
Slika 6: Shema nanosa kontrol na kontrolni mikrotitrski plošči (SOP 321, 2019). 
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3.2.4.5 Inkubacija in suspenzija celic 
V vse jamice na mikrotitrski plošči s preiskovanimi serumskimi vzorci, kontrolnimi serumi 
in kontrolami virusa smo vnesli po 50 µl delovne razredčine virusa in inkubirali eno uro pri 
37 ° in 5 % CO2. Po inkubaciji smo dodali v vsako jamico po 50 µl celične suspenzije 
BHK – 21. Pred nanosom smo določili koncentracijo celic v suspenziji, ki je morala 
vsebovati med 300000 in 400000 celic/ml gojišča. Mikrotitrsko ploščo smo inkubirali 48 
ur pri 37 °C. 
3.2.4.6 Fiksacija mikroplošč, barvanje in čitanje mikroplošč 
Po 48 urni inkubaciji smo z multikanalno pipeto previdno odstranili gojišče iz vseh jamic 
mikrotitrske plošče in vsako jamico napolnili s 85 % acetonom, ki ga hranimo v 
zamrzovalniku pri – 20 °C. Aceton smo odlili in vse jamice ponovno napolnili s 85 % 
acetonom. Celice smo fiksirali 20 minut pri – 20 °C. Aceton smo odlili in mikrotitrske 
plošče oplaknili s fosfatnim pufrom (angl. phosphate buffered saline, PBS). Po navodilih 
proizvajalca smo pripravili delovno razredčino konjugata – uporabljali smo s FITC 
označena monoklonska protitelesa proizvajalca Fujirebio (Fujirebio Diagnostics, Inc, 940 
Crossroads Bvld., Seguin, TX 78155, U.S.A.) in jo odpipetirali v vsako jamico po 50 µl ter 
plošče inkubirali 60 minut pri 37 °C in 5 % CO2. Konjugat smo nato odlili, mikrotitrsko 
ploščo štirikrat sprali s pufrom PBS, osušili in rezultat preverili pod fluorescentnim 
mikroskopom.  
Pod fluorescentnim mikroskopom smo pri 100 – kratni povečavi pregledali vse jamice in 
preverili citotoksičnost. V vidnem polju je bilo približno 10 % površine celotne jamice, 
tako da je bilo treba paziti, da smo pregledali celotno dno jamice. Jamico, v kateri smo 
našli vsaj eno celico, ki fluorescira, smo označili s + (pozitivno). Jamico, v kateri ni 
fluorescirala nobena celica, smo označili z – (negativno).  
3.2.4.7 Izračun titra seruma 
Za izračun logaritemskih vrednosti kontrolnih serumov, preiskovanih serumov, virusa ter 
pretvorbo v IE/ml smo uporabili program Microsoft Excel 2010.  
Logaritem titra smo izračunali po Spearman – Kärber metodi. 
Za serume:  
log D50 seruma = ((število negativnih jamic naslednje redčitve/4) x 0,48 – (0,48/2) + log 
največjega redčenja v katerem so vse 4 jamice negativne           … (2) 
Za CVS virus:  
log D50 virusa = ((število pozitivnih jamic naslednje redčitve/4) x 0,6 – (0,6/2) + log 
največje razredčine v kateri so vse 4 jamice pozitivne          … (3) 
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Logaritme titrov smo pretvorili v titer seruma v IE/ml po naslednji formuli: 
Titer seruma (IE/ml) = ((10
(log D50 serum)
 x teoretični titer OIE seruma 0,5 IE/ml) / 
10logD50 OIE 
seruma)
)                  … (4) 
3.3 STATISTIČNA ANALIZA 
S t – testom smo s programom Microsoft Excel 2010 pri stopnji značilnosti α = 0,05 
ugotavljali, ali obstajajo statistično značilne razlike v povprečni vrednosti višine titra 
protiteles med različnimi starostnimi skupinami znotraj posamezne države. V kolikor je 
bila P vrednost manjša ali enaka od 0,05, smo ničelno domnevo zavrgli, v kolikor je bila 
večja pa smo jo sprejeli. 
H0 (ničelna domneva) : Titer protiteles se med starostnimi skupinami znotraj posamezne 
države ne razlikuje. 
H1 (alternativna domneva) : Titer protiteles se med starostnimi skupinami znotraj 
posamezne države razlikuje. 
P ≤ α  podatki so statistično značilni, 
P > α  podatki niso statistično značilni. 
Prav tako smo s t – testom pri stopnji značilnosti α = 0,05 ugotavljali, ali obstajajo 
statistično značilne razlike v povprečni vrednosti višine titra protiteles med psi iz različnih 
držav. V kolikor je bila P vrednost manjša ali enaka od 0,05, smo ničelno domnevo zavrgli, 
v kolikor je bila večja pa smo jo sprejeli. 
H0 (ničelna domneva) : Titer protiteles se med psi iz različnih držav ne razlikuje. 
H1 (alternativna domneva) : Titer protiteles se med psi iz različnih držav razlikuje.  
P ≤ α  podatki so statistično značilni, 
P > α  podatki niso statistično značilni.  
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4.1 SPLOŠEN PREGLED REZULTATOV  
Delež pozitivnih vzorcev je bil, ne glede na državo izvora, višji kot delež negativnih 
vzorcev. V vseh skupinah vzorcev iz posameznih držav so bili prisotni tudi negativni 
vzorci (slika 7).  
 
Slika 7: Delež pozitivnih in negativnih vzorcev psov različnih držav določenih s FAVN. 
Največji delež negativnih vzorcev je pripadal psom mlajšim od enega leta, z naslednjima 
dvema starostnima skupinama je ta delež padel (sliki 8 in 9).  
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Slika 9: Delež negativnih vzorcev psov iz različnih držav, določenih s FAVN, pri različni starosti. 
Pri psih iz vseh držav se je delež negativnih vzorcev zmanjševal z višjo starostno skupino, 
razen v primeru Romunije, kjer je bil delež negativnih vzorcev večji v starostni skupini nad 
štiri leta kakor v skupini od enega do štirih let (slika 9). 
 
Slika 10: Okvir z ročaji za titer protiteles psov vseh držav glede na starost. 
Slike od 11 do 14 prikazujejo minimalne in maksimalne vrednosti titra protiteles ter 
vrednosti titra prvega in tretjega kvantila ter mediane glede na starostno skupino psov 
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Slika 11: Okvir z ročaji za titer protiteles psov iz Slovenije glede na njihovo starost. 
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Slika 13: Okvir z ročaji za titer protiteles psov iz Srbije in Črne gore glede na njihovo starost. 
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V prilogah A – D so navedeni izračuni t – testa. Statistično značilne razlike v povprečni 
vrednosti višine titra protiteles so bile opazne med psi iz Slovenije in Romunije mlajšimi 
od enega leta in od enega do štirih let ter med psi iz Slovenije mlajšimi od enega leta in 
starejšimi od štiri let. 
S t – testom smo pri stopnji značilnosti α = 0,05 ugotavljali, ali obstajajo statistično 
značilne razlike v povprečni vrednosti višine titra protiteles med različnimi starostnimi 
skupinami znotraj posamezne države (Priloga A – D). 
Slika 15 prikazuje minimalne in maksimalne vrednosti titra protiteles ter vrednosti prvega 
in tretjega kvantila ter mediane titra psov vseh starosti glede na posamezno državo, slika 
16 pa minimalne in maksimalne vrednosti starosti psov ter vrednosti prvega in tretjega 
kvantila ter mediane starosti psov glede na posamezno državo. 
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Slika 16: Okvir z ročaji za starost psov glede na posamezno državo. 
V prilogah A in F so navedeni izračuni t – testa. Statistično značilne razlike v povprečni 
vrednosti višine titra protiteles so bile opazne med psi iz Slovenije in Bosne in 
Hercegovine, Romunije in Bosne in Hercegovine ter Srbije in Črne gore in Bosne in 
Hercegovine.   
S t – testom smo pri stopnji značilnosti α = 0,05 ugotavljali, ali obstajajo statistično 
značilne razlike v povprečni vrednosti višine titra protiteles med psi iz različnih držav 
(Priloga E in F). 
 
4.2 KORELACIJA MED VIŠINO TITRA PROTITELES IN STAROSTJO PSOV PO 
DRŽAVAH 
Pri izračunanih korelacijah je potrebno upoštevati dejstvo, da vzorci niso bili enakomerno 
porazdeljeni po starosti, zato smo prikazali tudi starostno mejo za posamezno državo, od 
katere je mlajša večina (več kot 80 %) psov. 
4.2.1 Slovenija 
Pri vzorcih iz Slovenije smo izračunali pozitivno korelacijo med višino titra protiteles in 
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Slika 17: Korelacija med titrom protiteles, določenim s FAVN in starostjo psov v Sloveniji. 
Vzorci  niso bili enakomerno porazdeljeni po starosti, večina psov je bila mlajših od šest 
let. 
 
Slika 18: Delež psov, mlajših in starejših od šest let v skupini vzorcev  iz Slovenije.  
4.2.2 Romunija 
Pri vzorcih iz Romunije smo opazili negativno korelacijo med višino titra protiteles in 
starostjo psov (– 0,0675).  
y = 0,8551x + 10,039 
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Slika 19: Korelacija med titrom protiteles, določenim s FAVN in starostjo psov v Romuniji. 
Upoštevati moramo, da vzorci niso bili enakomerno porazdeljeni po starosti in da je bil 
delež psov mlajših od sedem let večji kot delež psov starejših od sedem let.  
 
Slika 20:  Delež psov, mlajših in starejših od sedem let v skupini vzorcev iz Romunije. 
4.2.3 Srbija in Črna gora 
Pri vzorcih iz Srbije in Črne gore smo opazili pozitivno korelacijo med starostjo psov in 
višino titra protiteles (0,2527).  
y = -0,6724x + 21,155 
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Slika 21: Korelacija med titrom protiteles, določenim s FAVN in starostjo psov v Srbiji in Črni gori. 
Upoštevati moramo, da vzorci niso bili enakomerno porazdeljeni po starosti in da je bil 
delež psov mlajših od pet let večji kot delež psov starejših od pet let. 
 
Slika 22: Delež psov, mlajših in starejših od pet let v skupini vzorcev iz Srbije in Črne gore. 
4.2.4 Bosna in Hercegovina 
Pri vzorcih iz Bosne in Hercegovine smo opazili pozitivno korelacijo med starostjo psov in 
višino titra protiteles (0,10999).  
y = 1,9309x + 7,614 
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Slika 23: Korelacija med titrom protiteles, določenim s FAVN in starostjo psov v Bosni in Hercegovini. 
Upoštevati moramo, da vzorci niso bili enakomerno porazdeljeni po starosti in da je bil 
delež psov mlajših od treh let večji kot delež psov starejših od treh leta. 
 
Slika 24: Delež psov, mlajših in starejših od treh let v skupini vzorcev iz Bosne in Hercegovine. 
  
y = 0,3207x + 3,1443 
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Na Inštitutu za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske fakultete v Ljubljani smo v 
skladu s standardno prakso mikrobiološkega varnega dela testirali 349 krvnih vzorcev psov 
različnih starosti in pasem, ki so prihajali iz različnih držav. 151 psov je bilo iz Slovenije, 
66 iz Romunije, 93 iz Srbije in Črne Gore in 39 iz Bosne in Hercegovine. S testom FAVN 
smo določali titer specifičnih nevtralizacijskih protiteles proti virusu stekline, ki se tvorijo 
po izvedbi cepljenja.  
Podatki o pasmi psov, njihovi teži in vrsti cepiva, s katerimi so bili psi cepljeni v 
posamezni državi, so bili pomanjkljivi in jih zaradi nezadostne reprezentativnosti nismo 
obdelali, tako da hipotez, da so cepiva različnih proizvajalcev enako imunogena in ne 
vplivajo bistveno na nivo protiteles ter, da pasma in s tem telesna masa psov nimata vpliva 
na nivo protiteles, nismo mogli preveriti in jih ne moremo niti potrditi niti ovreči.   
Ob predpostavki, da so bili vsi psi cepljeni in pregledani v skladu s predpisi, smo 
analizirali podatke iz različnih držav o starosti psov in titrih protiteles ter izračunali 
korelacijo med starostjo psov in titri protiteles. Predpostavili smo tudi, da so bili psi ob 
cepljenju zdravi in niso prejemali nikakršnih zdravil. Bolezni, okužbe in uporaba nekaterih 
zdravil lahko zmanjšajo učinkovitost cepiva zaradi manj učinkovitega imunskega odziva 
prejemnika cepiva (Rashid in sod., 2009). Primer pogostih okužb v populaciji psov so 
parvoviroze, ki močno poškodujejo njihov imunski sistem. 
Predpostavili smo, da so bila cepiva shranjena pri priporočeni temperaturi, niso presegala 
datuma veljavnosti in so bila aplicirana po navodilih proizvajalca, saj so Rashid in sod. 
(2009) ugotovili, da neustrezno rokovanje s cepivom vpliva na učinkovitost cepljenja.  
Vzorci za testiranje so bili odvzeti v optimalnem času, ki je štiri do osem tednov po 
cepljenju, s čimer smo minimizirali lažno pozitivne ali negativne rezultate (Tasioudi in 
sod., 2018; Cliquet in sod., 2003; Kennedy in sod., 2007). Večkratno cepljenje reši 
problem časovne določitve titra protiteles, saj se izognemo kasnejšemu padcu titra 
protiteles (Cliquet in sod., 2003). Pri vseh seroloških testih je namreč pomemben čas 
preverjanja zaščitnih protiteles v serumu in optimalno je preverjati takrat, ko začnejo IgM 
protitelesa padati in IgG naraščati. Prezgodnje preverjanje pokaže visok nivo IgM zaščitnih 
protiteles in ne poda podatka o IgG odzivu, medtem ko prepozno preverjanje zazna padec 
IgG protiteles, kar lahko napačno interpretiramo kot nezadosten imunski odziv (Kennedy 
in sod., 2007).  
V skupinah vzorcev iz vseh držav je bil delež pozitivnih vzorcev (≥ 0,5 IE/ml) psov vseh 
starosti višji od deleža negativnih vzorcev. Delež negativnih vzorcev je v primeru 
Romunije znašal 9,1 %, v primeru Slovenije 9,9 %, v primeru Srbije in Črne gore 7,5 % in 
v primeru Bosne in Hercegovine 15,4 %. Za uspešno kontrolo in zatiranje bolezni mora biti 
po priporočilih WHO ustrezno precepljene 70 % populacije psov, s čimer se vzpostavi 
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čredna imunost (WHO, 2013). Na podlagi deleža pozitivnih vzorcev testirane populacije, 
ki je bil v vseh državah višji od 70 % sklepamo, da je precepljenost populacije psov v teh 
državah zadostna in da je populacija s tem ustrezno zaščitena pred okužbo s steklino, kar 
zmanjša tudi možnost prenosa okužbe na človeka. 
Ko smo združili rezultate testiranj vseh vzorcev ne glede na državo izvora, smo ugotovili, 
da je največji delež negativnih vzorcev pripadal psom mlajšim od enega leta (delež 
negativnih vzorcev psov mlajših od enega leta je znašal v primeru Romunije 26,7 %, v 
primeru Slovenije 33,3 %, v primeru Srbije in Črne gore 17,2 % in v primeru Bosne in 
Hercegovine 18,8 %), medtem ko se je v starostnih skupinah od ena do štiri leta in nad štiri 
leta ta delež zmanjšal. Edino v primeru Romunije smo opazili, da je bil v starostni skupini 
nad štiri leta delež negativnih vzorcev 0,7 % večji kot v starostni skupini od enega do štirih 
let, vendar je bila ta razlika zanemarljiva. 
Glede na to, da so rezultati pokazali na največji delež nezadovoljive zaščite pri psih, 
mlajših od enega leta, ki so bili cepljeni le enkrat, je smiselno nameniti posebno pozornost 
cepljenju mladih psov. Zadovoljivo zaščito dobijo namreč šele po drugem cepljenju. Tudi 
Mansfield in sod. (2004) so ugotovili, da enojni odmerek cepiva ne zagotavlja zadostne 
imunske zaščite in da je potrebnih več odmerkov cepiva. Eden od vzrokov, zakaj je 
največji delež psov mlajših od enega leta nezadostno zaščiten, je lahko tudi v dejstvu, da so 
tem prvič cepljenim psom odvzeli vzorec krvi prezgodaj po cepljenju, ko se še ni ustrezno 
razvila že talp pričakovano šibka imunost proti virusu stekline po prvem (enojnem) 
cepljenju.  
Predlagamo, da se prvo cepljenje zdravih psov proti steklini opravi po dopolnjenem tretjem 
mesecu starosti, drugo poživitveno cepljenje po treh do štirih tednih oziroma prej kot 12 
mesecev po prvem odmerku, tretje in naslednja cepljenja pa naj se izvajajo v intervalih od 
enega do treh let, ne glede na shemo cepljenja proizvajalca cepiva. Navodila proizvajalcev 
cepiv so namreč napisana v skladu z rezultati raziskav, ki so potekale v kontroliranih 
laboratorijskih razmerah, pri čemer se ne upošteva negativnih vplivov, ki so prisotni med 
populacijo psov in ki lahko negativno vplivajo na nastanek protiteles po cepljenju. 
Mlade pse se cepi po dopolnjenem tretjem mesecu starosti zaradi negativnega vpliva 
maternalnih protiteles na imunski odziv mladičev na cepivo (Aghomo in sod., 1990). 
Maternalna protitelesa v mladičih vplivajo na učinkovitost cepljenja, saj lahko 
nevtralizirajo cepni sev virusa in zavirajo imunske odzive sprožene s cepivom (Rashid in 
sod., 2009; Niewiesk, 2014).  
Bistvenih razlik v porazdelitvi titra protiteles med starostnima skupinama od enega do 
štirih let in nad štiri leta, ne glede na državo izvora, ni bilo, bila pa je opazna razlika med 
omenjenima starostnima skupinama in skupino mlajšo od enega leta, kjer je bil titer 
protiteles v primerjavi s starejšima skupinama, nižji (slika 10), kar je v bistvu lahko 
pričakovati. Rezultati so pokazali enako tudi v primeru Slovenije (slika 11). Pri psih iz 
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




Romunije je najvišje titre specifičnih protiteles proti virusu stekline dosegla starostna 
skupina od enega do štirih let, najnižje pa skupina mlajša od enega leta (slika 12). Psi iz 
Srbije in Črne gore so dosegali najvišje titre v skupini nad štiri leta, najnižje pa v skupini 
mlajši od enega leta (slika 13). V primeru Bosne in Hercegovine (slika 14) nismo opazili 
bistvene razlike v porazdelitvi titra protiteles med starostnima skupinama pod enim letom 
in od enega do štirih let, porast v titru protiteles je bil opazen šele pri skupini nad štiri leta, 
kar bi morda lahko špekulirali z učinkovitostjo cepiva, ki se je v določenem časovnem 
obdobju uporabljalo v tej državi.  
Da bi ugotovili, ali so razlike v povprečnih titrih protiteles med starostnimi skupinami 
posamezne države statistično značilne in niso zgolj posledica razpršenosti podatkov, smo 
izračunali t – test. S 95 % zaupanjem trdimo, da je bila razlika v povprečni vrednosti titra 
protiteles serumskih vzorcev iz Slovenije med starostnima skupinama psov mlajših od 
enega leta in od enega do štirih let (slika 11, par a) ter starostnima skupinama psov mlajših 
od enega leta in starejših od štirih let (slika 11, par b), statistično značilna (P < 0,05). V 
tem primeru smo ničelno domnevo, da se titer protiteles med starostnimi skupinami znotraj 
posamezne države ne razlikuje, zavrnili. Razlika v povprečni vrednosti titra protiteles 
vzorcev iz Slovenije med starostnima skupinama od enega do štirih let in nad štiri leta s 95 
% zaupanjem ni bila statistično značilna (P > 0,05), zato smo ničelno domnevo, da se titer 
protiteles med starostnimi skupinami znotraj posamezne države ne razlikuje, v tem primeru 
sprejeli. Za vzorce iz Romunije je bila razlika v povprečni vrednosti titra protiteles 
statistično značilna (P < 0,05) le med starostnima skupinama psov mlajših od enega leta in 
od enega do štirih let (slika 12, par c), kjer smo ničelno domnevo zavrgli. Razlika med 
preostalima starostnima skupinama vzorcev iz Romunije ni bila statistično značilna (P > 
0,05). Pri vzorcih iz Srbije in Črne gore in iz Bosne in Hercegovine nismo ugotovili 
statistično značilnih razlik v povprečni vrednosti titra protiteles med nobeno starostno 
skupino. Ničelno domnevo, da se titer protiteles med starostnimi skupinami znotraj teh 
dveh držav ne razlikuje, smo torej sprejeli. Čeprav razlike v titru protiteles niso bile 
statistično značilne med vsemi starostnimi skupinami, pa je bila starostna skupina psov 
mlajših od enega leta del vseh treh kombinacij starostnih skupin, kjer so bile razlike 
statistično značilne. Iz tega sklepamo, da se psi mlajši od enega leta, glede povprečne 
vrednosti titra protiteles najbolj razlikujejo od psov ostalih dveh starostnih skupin. 
Porazdelitve starosti psov iz različnih držav so bile različne, najnižje pri psih iz Bosne in 
Hercegovine, najvišje pri psih iz Romunije. Na sliki 15 in 16 vidimo, da je s starostjo psov 
povezan tudi titer protiteles, najvišje titre smo izmerili pri najstarejših psih iz Romunije in 
najnižje titre pri najmlajših psih iz Bosne ni Hercegovine. To nekako sovpada z našo 
hipotezo, da so starejši psi večkrat cepljeni, imunski sistem se večkrat sreča s poživitveno 
dozo antigenov virusa stekline, kar jim na koncu zagotavlja višji povprečni titer specifičnih 
protiteles protiteles proti virusu stekline in s tem tudi učinkovitejšo zaščito. 
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Izračunali smo tudi t – test za določitev statistično značilne razlike v titru protiteles psov 
vseh starosti iz različnih držav. Ugotovili smo, da so bile razlike v povprečni vrednosti titra 
protiteles statistično značilne (P < 0,05) med vzorci iz Slovenije in Bosne in Hercegovine, 
Romunije in Bosne in Hercegovine ter Srbije/Črne gore in Bosne in Hercegovine (slika 15, 
pari d, e, f). Ničelno domnevo, da se titer protiteles med psi iz različnih držav ne razlikuje, 
smo zavrgli. Pri vseh ostalih kombinacijah držav razlika med povprečno vrednostjo titra 
protiteles ni bila statistično značilna, tako da smo ničelno domnevo, da se titer protiteles 
med psi iz različnih držav ne razlikuje, potrdili. Glede na to, da se je titer protiteles vzorcev 
iz Bosne in Hercegovine statistično razlikoval od titra protiteles vseh ostalih držav, lahko 
sklepamo, da je precepljenost psov tam različna od precepljenosti v ostalih državah, kotu 
tudi dejstvo, da na uspešnost cepljenja vpliva doslednost izvedbe, korektnost vodenja 
evidenc in vrsta predpisanega cepiva v posamezni državi. 
Povprečja titrov so bila v vseh starostnih skupinah, ne glede na državo izvora, višja od 0,5 
IE/ml. Povprečja titrov protiteles pri psih mlajših od enega leta so bila med državami 
primerljiva, v preostalih dveh starostnih skupinah pa je bil povprečni titer psov iz Bosne in 
Hercegovine precej nižji v primerjavi s povprečnim titrom psov omenjenih starostnih 
skupin iz preostalih držav.  
Bosna in Hercegovina je endemična in epidemiološko problematična, poleg tega so letos 
poročali o steklini v svoji državi (Rabies Bulletin Europe, 2020). Zaradi velike povezanosti 
in intenzivnim prometom med Slovenijo in Bosno in Hercegovino obstaja možnost 
ilegalnega vnosa psa in s tem virusa stekline v Slovenijo. Pred leti se je zgodil tak primer, 
ko so iz Bosne in Hercegovine z ilegalnim vnosom mladega psa v Nemčijo vnesli steklino 
(Eismann in sod., 2010). 
Pri vzorcih iz Slovenije smo opazili pozitivno korelacijo med višino titra protiteles in 
starostjo psov, in sicer 0,1151. Gre za neznatno korelacijo in o vplivu starosti na titer ne 
moremo govoriti. Upoštevati moramo tudi, da vzorci niso bili enakomerno porazdeljeni po 
starosti in da je bil delež psov mlajših od šest let veliko večji kot delež psov starejših od 
šest let. 
Pri vzorcih iz Romunije smo opazili negativno korelacijo med višino titra protiteles in 
starostjo psov, in sicer – 0,0675, ki je neznatna in o vplivu starosti psov na titer protiteles 
ne moremo govoriti. Upoštevati moramo, da vzorci niso bili enakomerno porazdeljeni po 
starosti in da je bil delež psov mlajših od sedem let veliko večji kot delež psov starejših od 
sedem let.  
Pri vzorcih iz Srbije in Črne gore smo opazili pozitivno korelacijo med starostjo psov in 
višino titra protiteles, in sicer 0,2527. V tem primeru gre za šibko korelacijo in lahko 
rečemo, da starost psa v manjši meri vpliva na višino titra protiteles. Upoštevati moramo 
tudi, da vzorci niso bili enakomerno porazdeljeni po starosti in da je bil delež psov mlajših 
od pet let veliko večji kot delež psov starejših od pet let. 
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Pri vzorcih iz Bosne in Hercegovine smo opazili pozitivno korelacijo med starostjo psov in 
višino titra protiteles, in sicer 0,10999, ki je neznatna in o vplivu starosti psov na titer 
protiteles ne moremo govoriti. Upoštevati moramo, da vzorci niso bili enakomerno 
porazdeljeni po starosti in da je bil delež psov mlajših od treh let veliko večji kot delež 
psov starejših od treh let. 
Pričakovali bi, da titer specifičnih protiteles s starostjo psov narašča predvsem zaradi 
dejstva, da so starejši psi večkrat cepljeni, s čimer imajo večjo možnost doseganja višjega 
titra protiteles v primerjavi z mlajšimi, manjkrat cepljenimi psi. Ob prvem cepljenju se 
namreč tvori primarni imunski odziv, ki ustvari imunski spomin, ob vsakem dodatnem 
cepljenju in srečanju z istimi antigeni se imunski sistem odzove s sekundarnim odzivom, ki 
je hitrejši in učinkovitejši, saj se aktivirajo prej nastale specifične spominske celice. Pri 
vsakem naslednjem srečevanju z istim antigenom to pomeni, da se imunski odziv zdravega 
osebka le še ojača. Kljub temu v naši raziskavi pozitivnega vpliva starosti na titer, razen v 
primeru Srbije in Črne gore, nismo dokazali. Morda zato, ker imajo starejši psi manj 
učinkovit imunski sistem, kar lahko negativno vpliva na tvorbo zaščitnih protiteles po 
cepljenju in s tem na nižji titer (Berndtsson in sod., 2011). S starostjo namreč pride do 
morfoloških sprememb v limfoidnih tkivih in do sprememb v porazdelitvi subpopulacij 
limfocitov v periferni krvi, zaradi česar imajo starejši psi zmanjšan primarni imunski odziv 
na cepivo proti virusu stekline (HogenEsch in Thompson, 2010). Vendar je pri starosti 
potrebno upoštevati tudi dejstvo, da je zaradi različnih življenjskih in zdravstvenih pogojev 
posameznega psa, kot tudi zaradi različne življenjske dobe različnih pasem psov, starost 
različno interpretirana in zato ni vedno primerljiva med pasmami (Kennedy in sod., 2007).  
Smiselno je opomniti tudi na dejstvo, da so vzorci iz omenjenih držav v Slovenijo prihajali 
po pošti, visoke temperature v poletnih mesecih pa zagotovo vplivajo na kakovost krvnega 
ali serumskega vzorca, kar je posledično lahko pripeljalo do napačnih rezultatov, saj se v 
testu FAVN vendarle dokazujejo biološko aktivna protitelesa.  
Za boljšo predstavo o različnih vplivih na višino titra protiteles in za bolj realen vpogled na 
dejanski vpliv starosti na višino titra bi bilo smiselno pridobiti in preveriti tudi podatke o 
pasmi in telesni masi psov. Večje pasme psov naj bi dosegale nižje titre protiteles po 
cepljenju kot manjše pasme, vendar ta razlika po drugem cepljenju ni več opazna 
(Berndtsson in sod., 2011). Ena od možnih razlag za ta pojav je, da imajo večji psi 
debelejši sloj podkožne maščobe, kamor se antigen iz cepiva lahko odlaga in s tem 
zmanjša imunski odziv (Kennedy in sod., 2007). Vzrok za to je lahko tudi enak odmerek 
cepiva in s tem enaka količina antigenov, ki je aplicirana vsem psom ne glede na velikost 
oziroma težo, kar bi lahko odpravili z večjim odmerkom cepiva pri večjih psih oziroma z 
dvakratnim cepljenjem (Wallace in sod., 2017).  
Psi mešanci dosegajo višje titre protiteles v primerjavi s čistokrvnimi psi (Tasioudi in sod., 
2018; Berndtsson in sod., 2011). Antigenska prepoznava in tvorjenje protiteles je odvisna 
tudi od genetike (Wallace in sod., 2017). Psi mešanci naj bi bili manj dovzetni za prirojene 
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napake in bolezni kot čistokrvni psi, saj pri njih zaradi naključnega parjenja ne moremo 
pričakovati negativne selekcije v smeri imunskega sistema v primerjavi s čistokrvnimi 
pasmami, kjer se pri reprodukciji orientira predvsem na predpisane telesne lastnosti (Mori 
in sod., 2010). Obstajajo tudi izjeme, saj so bile nekatere mešane pasme križane hitro, 
skozi le nekaj generacij, zaradi česar genetska prednost glede zdravja ne pride do izraza. 
Poleg tega so nekatere čistokrvne pasme, na primer pasma anatolški ovčar, vzrejene skozi 
nekaj tisoč let in zaradi tega nimajo več veliko predispozicij za genetske bolezni (Wallace 
in sod., 2017). 
Prav tako bi bilo smiselno pridobiti in vključiti podatke o vrstah cepiv, ki so jih uporabljali 
v posameznih državah za cepljenje psov v obdobju raziskave in primerjati imunogenost 
posameznih cepiv med seboj ter ugotoviti ali vplivajo na višino titra zaščitnih protiteles. 
Različna cepiva se med seboj razlikujejo po učinkovitosti, učinku, trajanju imunosti in 
stopnji oslabelosti virusa (Rashid in sod., 2009).  
Psi, cepljeni z monovalentnimi cepivi, lažje dosežejo zadovoljiv titer protiteles v 
primerjavi s psi, cepljenimi s polivalentnimi cepivi (Cliquet in sod., 2003; Tasioudi in sod., 
2018). Nezadostnemu imunskemu odzivu na račun polivalentnih cepiv bi se lahko izognili 
z večkratnim cepljenjem psov (Cliquet in sod., 2003).  
Živa, oslabljena (atenuirana) cepiva sprožijo močnejši in dalj časa trajajoči imunski odziv, 
kot neživa, komponentna ali DNK cepiva ter toksoidi, vendar pa zadnja veljajo za bolj 
varna, saj cepilni sevi nimajo sposobnosti pomnoževanja (Rashid in sod., 2009).  
Minke in sod. (2009) so v raziskavi primerjali učinkovitost cepiva RABISIN in NOBIVAC 
Rabies. 30 psov pasme Beagle stare 13 do 18 tednov so naključno razdelili v dve skupini 
po 15 psov, vsako skupino cepili s svojim cepivom in pri vseh psih skozi obdobje štirih 
mesecev s testom FAVN preverjali titer nevtralizacijskih protiteles proti virusu stekline. 
Povprečja titrov so bila višja pri skupini psov, cepljenih s cepivom RABISIN. Obe skupini 
sta najvišji povprečni titer protiteles dosegli 14. dan po cepljenju, skupina, cepljena z 
RABISIN je dosegla titer 2,53 IE/ml, skupina, cepljena z NOBIVAC Rabies pa 1,26 IE/ml. 
Delež pozitivnih psov s titrom ≥ 0,5 IE/ml je v skupini cepljeni z NOBIVAC Rabies 
občutno padel 28. dan po cepljenju in bil znatno nižji pri vsakem naslednjem preverjanju. 
Cepivo RABISIN torej glede na izsledke raziskave inducira višje titre protiteles proti 
virusu stekline in psi vzdržujejo visoke titre dalj časa v primerjavi s psi, cepljenimi z 
NOBIVAC Rabies. Uporaba cepiva NOBIVAC poveča fleksibilnost časovnega okna v 
katerem je optimalno preverjati titer zaščitnih protiteles po prvem cepljenju. 
Glede na to, da smo le v primeru Srbije in Črne gore videli pozitiven vpliv starosti psa na 
višino titra protiteles, naše hipoteze, da nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline 
narašča s starostjo psov in s tem s številom cepljenj, nismo mogli potrditi. Ne glede na to, 
da smo na račun dolgoletnega rednega cepljenja urbano steklino izkoreninili, menimo, da 
bi bilo zmanjšanje števila cepljenj psov proti steklini neustrezno, saj je večkratno cepljenje 
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nujno za zagotavljanje ustrezne in dolgotrajne imunske zaščite. Čeprav bi se z 
zmanjšanjem števila cepljenj zmanjšal strošek zdravstvenega varstva psa za lastnika, bi 
bilo tveganje neustrezne imunske zaščite lahko nevarno, ker bi se čredna imunost skozi čas 
zniževala, na drugi strani pa bi se s tem povečevalo tveganje za ponovno širitev in izbruh 
stekline med psi. Prav tako se z rednim cepljenjem psov evidentno zmanjša potreba po 
uporabi profilakse ob nastanku poškodbe s potencialno kužnim psom in posledično stiku z 
virusom stekline pri ljudeh.   
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- V sklopu magistrske naloge smo 349 krvnim vzorcem psov različnih starosti in 
pasem s testom FAVN določili nivo specifičnih nevtralizacijskih protiteles proti 
virusu stekline. 151 psov je bilo iz Slovenije, 66 iz Romunije, 93 iz Srbije  in Črne 
gore in 39 iz Bosne in Hercegovine.  
- V vzorcih psov iz vseh držav je bil delež pozitivnih serumskih vzorcev (≥ 0,5 
IE/ml) psov vseh starosti višji od deleža negativnih vzorcev. Delež negativnih 
vzorcev je v primeru Romunije znašal 9,1 %, v primeru Slovenije 9,9 %, v primeru 
Srbije in Črne gore 7,5 % in v primeru Bosne in Hercegovine 15,4 %. Delež 
pozitivnih vzorcev je bil v vseh državah višji od 70 %, zato sklepamo, da je 
precepljenost populacije psov v teh državah zadovoljiva. 
- Največji delež negativnih vzorcev pri vseh državah je pripadal psom, mlajšim od 
enega leta, ki so bili cepljeni le enkrat. Ta je znašal v primeru Romunije 26,7 %, v 
primeru Slovenije 33,3 %, v primeru Srbije in Črne gore 17,2 % in v primeru Bosne 
in Hercegovine 18,8 %. Ker dobijo mladi psi zadovoljivo zaščito šele po drugem 
cepljenju, je smiselno nameniti posebno pozornost cepljenju mladih psov. 
- Predlagamo, da se prvo cepljenje zdravih psov proti steklini opravi po dopolnjenem 
tretjem mesecu starosti, drugo poživitveno cepljenje po treh do štirih tednih 
oziroma prej kot 12 mesecev po prvem odmerku, tretje in naslednja cepljenja pa naj 
se izvajajo v intervalih od enega do treh let, ne glede na shemo cepljenja 
proizvajalca cepiva.  
- Razlike v titru protiteles niso bile statistično značilne med vsemi starostnimi 
skupinami, a je bila starostna skupina psov mlajših od enega leta del vseh treh 
kombinacij starostnih skupin, kjer so razlike bile statistično značilne. Iz tega 
sklepamo, da se psi mlajši od enega leta, glede povprečne vrednosti titra protiteles 
najbolj razlikujejo od psov ostalih dveh starostnih skupin. 
- Porazdelitve starosti psov iz različnih držav so bile različne, najnižje pri psih iz 
Bosne in Hercegovine, najvišje pri psih iz Romunije. S starostjo psov je povezan 
tudi titer protiteles, najvišje titre smo izmerili pri najstarejših psih iz Romunije in 
najnižje titre pri najmlajših psih iz Bosne ni Hercegovine.  
- Titer protiteles vzorcev iz Bosne in Hercegovine se je statistično razlikoval od titra 
protiteles vseh ostalih držav, torej je precepljenost psov tam različna od 
precepljenosti v ostalih državah. 
 
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




- Pri vzorcih iz Slovenije, Romunije in Bosne in Hercegovine o vplivu starosti na 
titer protiteles ne moremo govoriti. Le pri vzorcih iz Srbije in Črne gore smo 
opazili dovolj veliko pozitivno korelacijo med starostjo psov in višino titra 
protiteles, da lahko sklepamo, da lahko starost psa vpliva na višino titra protiteles. 
- Hipoteze, da nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline narašča s starostjo psov 
in s tem s številom cepljenj, z našo raziskavo nismo potrdili.  
- Menimo, da bi bilo zmanjšanje števila ponovnih cepljenj psov proti steklini, kljub 
zmanjšanju stroška zdravstvenega varstva psa, neustrezno, saj je večkratno 
cepljenje nujno za zagotavljanje ustreznega titra specifičnih protiteles proti virusu 
stekline in s tem dolgotrajne imunske zaščite.  
- Zaradi pomanjkljivih in premalo reprezentativnih podatkov dveh hipotez, da so 
cepiva različnih proizvajalcev enako imunogena in ne vplivajo bistveno na nivo 
protiteles ter, da pasma in s tem telesna masa psov nimata vpliva na nivo protiteles, 
ne moremo niti potrditi niti ovreči.   
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Steklina je neozdravljiva virusna bolezen osrednjega živčnega sistema in je zoonoza. 
Povzroča jo virus stekline, ki spada v družino Rhabdoviridae in rod Lyssavirus. 
Najučinkovitejše preprečevanje stekline pri lisicah je oralno cepljenje z letalskim ali 
helikopterskim izmetavanjem vab, ki vsebujejo kapsule s cepivom. Pri ljudeh s tveganjem 
za stik z virusom stekline se priporoča preventivno cepljenje, medtem ko je profilaksa po 
stiku z virusom namenjena preprečitvi okužbe po izpostavitvi in zajema oskrbo rane in 
oceno tveganja. Na podlagi ocene tveganja se zdravnik odloči ali je po izpostavitvi 
potrebno cepljenje in/ali pasivna imunizacija s humanimi antirabičnimi imunoglobulini. V 
Sloveniji morajo biti psi proti steklini cepljeni s prvim odmerkom cepiva med 12. in 16. 
tednom starosti. Drugo in tretje cepljenje se opravi v razmiku 12 mesecev od predhodnega 
cepljenja, pri čemer se dve cepljenji ne smeta opraviti v istem koledarskem letu. Naslednja 
cepljenja se izvedejo v skladu z navodili proizvajalca cepiva. Na učinkovitost cepljenja 
vplivajo poleg lastnosti cepiva in ustreznega rokovanja z njim tudi lastnosti prejemnika 
cepiva, ki so v primeru, da je prejemnik cepiva pes, njegova starost, pasma, telesna masa in 
zdravstveno stanje. 
Zlati standard med serološkimi metodami za ugotavljanje imunskega odziva po cepljenju 
pri ljudeh in živalih je virus nevtralizacijski test za določanje protiteles proti virusu stekline 
FAVN, s katerim določamo titer specifičnih nevtralizacijskih protiteles proti virusu 
stekline in katerega smo uporabili tudi mi. V kolikor je titer protiteles enak ali višji od 0,5 
IE/ml, je človek ali žival zaščitena pred okužbo z virusom stekline. V jamice mikrotitrske 
plošče smo nanesli po 100 µl gojišča za celično kulturo BHK – 21. V prvo vrsto 
mikrotitrske plošče smo nanesli po 50 µl inaktiviranih preiskovanih serumov v štirih 
ponovitvah in jih redčili s prenašanjem po 50 µl iz prve kolone do kolone 5 oziroma 11, 
zadnjih 50 µl smo zavrgli. Koloni 6 in 12 sta nam služili kot kontrola rasti virusa. V vse 
jamice mikrotitrske plošče namenjene titraciji virusa CVS – 11 smo vnesli po 150 µl 
gojišča za celično kulturo BHK – 21. V prve štiri jamice smo vnesli po 50 µl delovne 
razredčine virusa in nato pripravili štirikratne razredčine tako, da smo po 50 µl prenašali do 
vrstice H in vsako razredčino dobro premešali. Iz zadnje razredčine smo 50 µl zavrgli. V 
vsako jamico polja »OIE serum« smo dodali po 100 µl gojišča. V jamice od A5 do A8 smo 
vnesli po 50 µl OIE seruma in nato pripravili trikratne razredčine tako, da smo prenašali po 
50 µl, zadnjih 50 µl smo zavrgli. V vsako jamico »NNS serum« smo dodali po 100 µl 
gojišča. V jamice od F5 do F8 smo vnesli po 50 µl NNS seruma in nato s prenašanjem po 
50 µl pripravili trikratne razredčine, zadnjih 50 µl smo zavrgli. V jamice od H9 do H12 
smo dodali po 150 µl gojišča, kar je služilo kot kontrola celic ter v jamice od G9 do G12 
po 100 µl gojišča, kar je služilo kot kontrola virusa. V vse jamice na mikrotitrski plošči s 
preiskovanimi serumskimi vzorci, kontrolnimi serumi in kontrolami virusa smo vnesli po 
50 µl delovne razredčine virusa in inkubirali eno uro pri 37 ° in 5 % CO2. Po inkubaciji 
smo dali v vsako jamico po 50 µl celične suspenzije BHK – 21. Mikrotitrsko ploščo smo 
inkubirali 48 ur pri 37 °C in nato z multikanalno pipeto odstranili gojišče iz vseh jamic 
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mikrotitrske plošče ter vsako jamico napolnili s 85 % acetonom. Aceton smo odlili in vse 
jamice ponovno napolnili s 85 % acetonom. Celice smo fiksirali 20 minut pri – 20 °C. 
Aceton smo odlili in mikrotitrske plošče oplaknili s fosfatnim pufrom. 50 µl delovne 
razredčine konjugata (s FITC označena monoklonska protitelesa proizvajalca Fujirebio) 
smo odpipetirali v vsako jamico ter plošče inkubirali 60 minut pri 37 °C in 5 % CO2. 
Konjugat smo nato odlili, mikrotitrsko ploščo štirikrat sprali s pufrom PBS, osušili in 
rezultat preverili pod fluorescentnim mikroskopom. Jamico, v kateri smo našli vsaj eno 
celico, ki fluorescira, smo označili s +. Jamico, v kateri ni fluorescirala nobena celica, smo 
označili z –. Po Spearman – Kärber metodi smo izračunali logaritem titra za serume in za 
CVS virus ter jih nato pretvorili v titer seruma v IE/ml. 
V vzorcih psov iz vseh držav je bil delež pozitivnih vzorcev (≥ 0,5 IE/ml) psov vseh 
starosti višji od deleža negativnih vzorcev. Delež negativnih vzorcev je v primeru 
Romunije znašal 9,1 %, v primeru Slovenije 9,9 %, v primeru Srbije in Črne gore 7,5 % in 
v primeru Bosne in Hercegovine 15,4 %. Delež pozitivnih vzorcev je bil v vseh državah 
višji od 70 %, zato sklepamo, da je precepljenost populacije psov v teh državah zadostna. 
Največji delež negativnih vzorcev pri vseh državah je pripadal psom, mlajšim od enega 
leta, ki so bili cepljeni le enkrat. Ta je znašal v primeru Romunije 26,7 %, v primeru 
Slovenije 33,3 %, v primeru Srbije in Črne gore 17,2 % in v primeru Bosne in Hercegovine 
18,8 %. Ker dobijo mladi psi zadovoljivo zaščito šele po drugem cepljenju, je smiselno 
nameniti posebno pozornost cepljenju mladih psov. Razlike v titru protiteles niso bile 
statistično značilne med vsemi starostnimi skupinami, a je bila starostna skupina psov 
mlajših od enega leta del vseh treh kombinacij starostnih skupin, kjer so razlike bile 
statistično značilne. Iz tega sklepamo, da se psi mlajši od enega leta, glede povprečne 
vrednosti titra protiteles najbolj razlikujejo od psov ostalih dveh starostnih skupin. 
Porazdelitve starosti psov iz različnih držav so bile različne, najnižje pri psih iz Bosne in 
Hercegovine, najvišje pri psih iz Romunije. S starostjo psov je povezan tudi titer protiteles, 
najvišje titre smo izmerili pri najstarejših psih iz Romunije in najnižje titre pri najmlajših 
psih iz Bosne ni Hercegovine. Titer protiteles vzorcev iz Bosne in Hercegovine se je 
statistično razlikoval od titra protiteles vseh ostalih držav, torej je precepljenost psov tam 
različna od precepljenosti v ostalih državah. 
Pričakovali bi, da titer specifičnih protiteles s starostjo psov narašča predvsem zaradi 
dejstva, da so starejši psi večkrat cepljen, s čimer imajo večjo možnost doseganja višjega 
titra protiteles v primerjavi z mlajšimi, manjkrat cepljenimi psi. Vendar v naši raziskavi o 
pozitivnem vplivu starosti na titer, razen v primeru Srbije in Črne gore, ne moremo 
govoriti. Morda zato, ker imajo starejši psi manj učinkovit imunski sistem, kar lahko 
negativno vpliva na tvorbo zaščitnih protiteles po cepljenju in s tem na nižji titer. Naše 
hipoteze, da nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline narašča s starostjo psov in s 
tem s številom cepljenj, torej ne moremo potrditi. 
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Glede na to, da rezultati kažejo na največji delež nezadovoljive zaščite pri psih mlajših od 
enega leta, ki so bili cepljeni le enkrat, je smiselno nameniti posebno pozornost cepljenju 
mladih psov. Zadovoljivo zaščito dobijo namreč šele po drugem cepljenju. Predlagamo, da 
se prvo cepljenje zdravih psov proti steklini opravi po dopolnjenem tretjem mesecu 
starosti, drugo poživitveno cepljenje po treh do štirih tednih oziroma prej kot 12 mesecev 
po prvem odmerku, tretje in naslednja cepljenja pa naj se izvajajo v intervalih od enega do 
treh let, ne glede na shemo cepljenja proizvajalca cepiva.  
  
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  





Abraham S., Ravindran J., Abishaw N., Sandam N. P., Thimmareddy P., Govindaraju G. 
2017. Review on rabies and vaccines. International Journal of Current Microbiology 
and Applied Science, 6, 12: 2064 – 2085 
Aghomo H. O., Oduye O. O., Rupprecht C. E. 1990. The serological response of young 
dogs to the flury lep strain of rabies virus vaccine. Veterinary Research 
Communications, 14: 415 – 425  
Aiyedun J. O., Oludario O. O., Olorunshola I. D. 2017. Roles of wildlife in epidemiology 
of rabies. Journal of Advanced Veterinary and Animal Research, 4, 2: 117 – 124 
Albertini A. A. V., Ruigrok R. W. H., Blondel D. 2011. Rabies virus transcription and 
replication. Advances in Virus Research, 79, doi: 10.1016/B978-0-12-387040-7.00001-
9: 22 str. 
Aneks IV k Uredbi (EU) št. 576/2013 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 12. junija 
2013 o netrgovskih premikih hišnih živali in razveljavitvi Uredbe (ES) št. 998/2003. 
2013. Uradni list Evropske Unije, L 178: 26 str. 
Barrat J., Picard – Meyer E., Cliquet F. 2006. Rabies diagnosis. Developments in 
Biologicals, 125: 71 – 77 
Bedeković T., Lemo N., Lojkić I., Mihaljević Ž., Jungić A., Cvetnić Ž., Čač Ž., Hostnik P. 
2013. Modification of the fluorescent antibody virus neutralisation test – Elimination of 
the cytotoxic effect for the detection of rabies virus neutralising antibodies. Journal of  
Virological Methods, 189: 204 – 208 
Bedeković T., Janković I. L., Šimić I., Krešić N., Lojkić I., Sučec I., Robardet E., Cliquet 
F. 2018. Control and elimination of rabies in Croatia. PLoS ONE, 13, 9: e0204115, 
doi: 10.1371/journal.pone.0204115: 14 str.  
Benstat. 2010. Pearsonov koeficient korelacije. Kranj, Benstat: 1 str. 
http://www.benstat.si/blog/pearsonov-koeficient-korelacije/ (23. sep. 2020) 
 
Bioveta. 2016a. Biocan Novel R. Ivanovice na Hané, Bioveta: 1 str.  
https://www.bioveta.eu/products/veterinary-products/biocan-novel-r-1.html (05. feb. 
2020) 
Bioveta. 2016b. Lysvulpen, por. ad us. vet. Ivanovice na Hané, Bioveta: 1 str.  
https://www.bioveta.eu/en/products/veterinary-products/lysvulpen-por-ad-us-vet-
1.html (5. feb. 2020) 
Bioveta. 2016c. Rabadrop, oral suspension. Ivanovice na Hané, Bioveta: 1 str.  
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  






Boehringer Ingelheim. 2020. Rabisin / Raboral V – RG. Ingelheim am Rhein, Boehringer 




AaIbAgwmyLs (5. feb. 2020) 
 
Boehringer Ingelheim Vetmedica. 2020. Eurican DAPPI – LR. Ingelheim am Rhein, 
Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH: 1 str. 
https://www.vetmedica.de/produktdetail.aspx?produktId=4948&katId=4342 (5. feb. 
2020) 
CDC. 2016. Rabies. Atlanta, Centers for Disease Control and Prevention: 1 str. 
https://www.cdc.gov/rabies/specific_groups/doctors/serology.html (15. dec. 2019) 
Cliquet F., Verdier Y., Sagne L., Aubert M., Schereffer J. L., Selve M., Wasniewski M., 
Servat A. 2003. Neutralising antibodytitraton in 25,000 sera of dogs and cats 
vaccinated against rabies in France, in the framework of the new regulations that offer 
an alternative of quarantine. Revue Scientifique et Technique, 22, 3: 857 – 866 
Cliquet F., Freuling C., Smreczak M., Van der Poel W. H. M., Horton D., Fooks A. R., 
Robardet E., Picard – Meyer E., Müller T. 2010. Development of harmonised schemes 
for monitoring and reporting of rabies in animals in the European Union. External 
scientific report. European Food Safety Authority, 7, 7, doi: 10.2903/sp.efsa.2010.EN-
67: 60 str.   
Cox J. H., Dietzschold B., Schneider L. G. 1977. Rabies virus glycoprotein. II. Biological 
and serological characterization. Infection and Immunity, 16, 3: 754 – 759 
Dietzschold B., Li J., Faber M., Schnell M. 2008. Concepts in the pathogenesis of rabies. 
Future Virology, 3, 5: 481 – 490 
Eismann A., Ewringmann T., Just F., Mueller T., Freuling C. 2010. Rabies in Bavaria 
(Germany) in an imported puppy from Bosnia-Herzegovina. V: Rabies Bulletin 
Europe, 34, 2. Freuling C. (ur.). Berlin, Fine Cards & Papers: 5 – 6  
Faber M., Pulmanausahakul R., Hodawadekar S. S., Spitsin S., McGettigan J. P., Schnell 
M. J., Dietzschold B. 2002. Overexpression of the rabies virus glycoprotein results in 
enhancement of apoptosis and antiviral immune response. Journal of Virology, 76, 7: 
3374 – 3381 
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




Faber M., Pulmanausahakul R., Nagao K., Prosniak M., Rice A. B., Koprowski H., Schnell 
M. J., Dietzschold B. 2004. Identification of viral genomic elements responsible for 
rabies virus neuroinvasiveness. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America, 101, 46: 16328 – 16332 
Finke S., Mueller – Waldeck R., Conzelmann K. K. 2003. Rabies virus matrix protein 
regulates the balance of virus transcription and replication. Journal of General 
Virology, 84: 1613 – 1621  
Finke S., Conzelmann K. K. 2003. Dissociation of rabies virus matrix protein functions in 
regulation of viral RNA synthesis and virus assembly. Journal of Virology, 77, 22: 
12074 – 12082 
Green T. J., Luo M. 2009. Structure of the vesicular stomatitis virus nucleocapsid in 
complex with the nucleocapsid – binding domain of the small polymerase cofactor, P. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 
106, 28: 11713 – 11718 
Grovet. 2020. Versiguard R 10x1 ds. Utrecht, Grovet, Equine Health Company: 1 str. 
https://www.grovet.com/versiguard-r-10x1-ds.html#tab-label-description (5. feb. 2020) 
Hostnik P. 2000. The modificaton of fluorescent antibody virus neutralisation (FAVN) test 
for the detection of antibodies to rabies virus. Journal of  Veterinary Medicine B, 47, 6: 
423 – 427 
Hostnik P., Toplak I., Malovrh T., Grom J., Rihtarič D. 2011. Analiza cepljenja psov proti 
steklini v Sloveniji. Ljubljana, Veterinarska fakulteta, Nacionalni veterinarski inštitut: 
24 str.  
Hostnik P. 2013. Rhabdoviridae. V: Izbrana poglavja iz veterinarske virologije. Ljubljana, 
Zobozdravstvena ordinacija, Hribar Hostnik A.: 201 – 220 
ICTV. 2020. Taxonomy. Berlin, International Comittee on Taxonomy of Viruses: 1 str. 
https://talk.ictvonline.org/taxonomy/ (20. jul. 2020) 
Jackson A. C. 2013. Rabies. V: Viral Infections of the Human Nervous System. Birkhäuser 
Advances in Infectious Diseases. Jackson A. C. (ur.). Springer, Basel: 211 – 235 
JAZMP. 2017. Seznam zdravil 2020, januar. Ljubljana, Javna agencija Republike 
Slovenije za zdravila in medicinske pripomočke: 1 str. 
https://www.jazmp.si/veterinarska-zdravila/podatki-o-zdravilih/seznam-zdravil/2020/ 
(5. feb. 2020) 
Johnson N., Cunningham A. F., Fooks A. R. 2010. The immune response to rabies virus 
infection and vaccination. Vaccine, 28: 3896 – 3901 
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




Kammouni W., Wood H., Saleh A., Appolinario C. M., Fernyhough P., Jackson A. C. 
2015. Rabies virus phosphoprotein interacts with mitochondrial Complex I and induces 
mitochondrial dysfunction and oxidative stress. Journal of NeuroVirology, 21, 4: 370 – 
382 
Kammouni W., Wood H., Jackson A. C. 2016. Serine residues at positions 162 and 166 of 
the rabies virus phosphoprotein are critical for the induction of oxidative stress in 
rabies virus infection. Journal of NeuroVirology, 23, 3: 358 – 368 
Lahaye X., Vidy A., Pomier C., Obiang L., Harper F., Gaudin Y., Blondel D. 2009. 
Functional characterization of Negri bodies (NBs) in rabies virus – infected cells: 
evidence that NBs are sites of viral transcription and replication. Journal of Virology, 
83, 16: 7948 – 7958 
Lembo T., Niezgoda M., Velasco – Villa A., Cleaveland S., Ernest E., Rupprecht C. E. 
2006. Evaluation of  a direct rapid immunohistochemical test for rabies diagnosis. 
Emerging Infectious Diseases, 12, 2: 310 – 313 
Liu P., Yang J., Wu X., Fu Z. F. 2004. Interactions amongst rabies virus nucleoprotein, 
phosphoprotein and genomic RNA in virus – infected and transfected cells. Journal of 
General Virology, 85: 3725 – 3734 
Mansfield K. L., Burr P. D., Snodgrass D. R., Sayers R., Fooks A. R. 2004. Factors 
affecting the serological response of dogs and cats to rabies vaccination. Veterinary 
Record, 154, 14: 423 – 426  
Minke J. M., Bouvet J., Cliquet F., Wasniewski M., Guiot A. L., Lemaitre L., Cariou C., 
Cozette V., Vergne L., Guigal P. M. 2009. Comparison of antibody responses after 
vaccination with two inactivated rabies vaccines. Veterinary Microbiology, 133, 3: 283 
– 286  
Modi A., Kosambiya J., Gautam S., Deliwala M., Chawda B., Gamit A. 2017. An 
Epidemiological follow-up study of unpasteurized milk exposure from Rabid Cattle in 
a village of India. Indian Journey of Community Health, 29, 3: 314 – 319  
 
Mori N., Lee P., Muranaka S., Sagara F., Takemitsu H., Nishiyama Y., Yamamoto I., 
Yagishita M., Arai T. 2010. Predisposition for primary hyperlipidemia in Miniature 
Schnauzers and Shetland sheepdogs as compared to other canine breeds. Research in 
Veterinary Science, 88, 3: 394 – 399 
Morin B., Liang B., Gardner E., Ross R. A., Whelan S. P. J. 2016. An in vitro RNA 
synthesis assay for rabies virus defines ribonucleoprotein interactions critical for 
polymerase activity. Journal of Virology, 91, 1, doi: 10.1128/JVI.01508-16: 11 str. 
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




MSD Animal Health. 2018. Nobivac Rabies. Madison, Merc Animal Health: 1 str. 
https://www.msd-animal-
health.ph/products/131_118598/productdetails_131_118766.aspx (5. feb. 2020) 
Murray P. R., Rosenthal K. S. Pfaller, M. A. 2016. Rhabdoviruses, filoviruses and 
bornaviruses. V: Medical Microbiology, 8
th
 ed. Philadelphia, Elsevier: 496 – 500 
Nakagawa K., Kobayashi Y., Ito N., Suzuki Y., Okada K., Makino M., Goto H., Takahashi 
Y., Sugiyama M. 2017. Molecular function analysis of rabies virus RNA polymerase L 
protein by using an L gene – deficient virus. Journal of Virology, 91, 20, doi: 
10.1128/JVI.00826-17: 16 str.  
Niewiesk S. 2014. Maternal antibodies: clinical significance, mechanism of interference 
with immune responses, and possible vaccination strategies. Frontiers in Immunology, 
5, doi: 10.3389/fimmu.2014.00446: 15 str.  
NIJZ. 2017. Steklina. Ljubljana, Nacionalni inštitut za javno zdravje: 2 str. 
https://www.nijz.si/sl/steklina (17. jun. 2019) 
OIE. 2018. Chapter 2.1.17. Rabies (infection with rabies virus and other lyssaviruses). V: 
Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. Paris, World 
Organisation for Animal Health (OIE: Office International des Epizooties): 35 str.  
Okomura A., Harty R. N. 2011. Rabies virus assembly and budding.  Advances in Virus 
Research, 79: 23 – 32 
Petrovec M. 2011. Rabdovirusi. V: Medicinska virologija. Poljak M., Petrovec M. (ur.). 
Ljubljana, Medicinski razgledi: 275 – 281 
Pravilnik o boleznih živali. 2007. Uradni list Republike Slovenije, 17, 81: 11096 – 11142  
Pravilnik o ukrepih za ugotavljanje, preprečevanje širjenja in zatiranja stekline. 2013. 
Uradni list Republike Slovenije, 23, 98: 10605 – 10608  
Preprečevanje stekline pri ljudeh. 2017. Verzija 6/2017. Ljubljana, Nacionalni inštitut za 
javno zdravje: 20 str. 
Priloga III Uredbe (EU) št. 576/2013 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 12. junija 2013 
o netrgovskih premikih hišnih živali in razveljavitvi Uredbe (ES) št. 998/2003. 2013. 
Uradni list Evropske Unije, L 178: 26 str. 
Rabies Bulletin Europe. 2019. About. Greifswald – Insel Riems, WHO Collaborating 
Centre for Rabies Research and Survelliance: 3 str.  
https://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/what-rabies (17. jun. 2019) 
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




Rabies Bulletin Europe. 2020. Re – emergence of rabies in Bosnia Herzegovina. 
Greifswald – Insel Riems, WHO Collaborating Centre for Rabies Research and 
Survelliance: 1 str.  
https://www.who-rabies-bulletin.org/news/re-emergence-rabies-bosnia-herzegovina 
Rashid A., Rasheed K., Akhtar M. 2009. Factors influencing vaccine efficacy – a general 
review. The Journal of Animal and Plant Sciences, 19, 1: 22 – 25  
SIB. 2019. Novirhabdovirus: viralzone. Lausanne, Swiss Institute of Bioinformatics: 1 str. 
https://viralzone.expasy.org/76?outline=all_by_species (24. maj 2019) 
SOP 321. 2019. Virus nevtralizacijski test za določanje protiteles proti virusu stekline. 
Ljubljana, Veterinarska fakulteta: 15 str. 
Tasioudi K. E., Papatheodorou D., Iliadou P., Kostoulas P., Gianniou M., Chondrokouki 
E., Mangana – Vougiouka O., Mylonakis M. E. 2018. Factors influencing the outcome 
of primary immunization against rabies in young dogs. Veterinary Microbiology, 213, 
doi: 10.1016/j.vetmic.2017.11.006: 4 str.  
UVHVVR. 2019a. Akcija cepljenja lisic proti steklini. Ljubljana, Uprava RS za varno 
hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin: 1 str.  
https://www.gov.si/novice/2019-09-19-akcija-cepljenja-lisic-proti-steklini/ (20. apr. 
2020) 
UVHVVR. 2019b. O steklini. Ljubljana, Uprava RS za varno hrano, veterinarstvo in 
varstvo rastlin: 1 str. 
http://www.uvhvvr.gov.si/si/delovna_podrocja/zdravje_zivali/bolezni/steklina/o_stekli
ni/ (17. jun. 2019) 
Veting. 2016. Fuchsoral. Pula, Veting d.o.o.: 1 str. 
http://www.veting.rs/mobile/page.php?id=FUCHSORAL_ (5. feb. 2020) 
Walker P. J., Dietzgen R. G., Joubert D. A., Blasdell K. R. 2011. Rhabdovirus accessory 
genes. Virus Research, 162: 110 – 125 
Wallace R. M., Pees A., Blanton J. B., Moore S. M. 2017. Risk factors inadequate antibody 
response to primary rabies vaccination in dogs under one year of age. PLOS Neglected 
Tropical Diseases, 11, 7, doi: 10.1371/journal.pntd.0005761: 14 str.  
WHO. 2013. WHO expert consultation on rabies: second report. Geneva,  World Health 
Organization: 139 str. 
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/85346/9789240690943_eng.pdf?seque
nce=1&isAllowed=y 
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




WHO. 2019. Rabies. Geneva, World Health Organization: 1 str. 
https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/rabies (18. jun. 2019) 
Wu X., Gong X., Foley H. D., Schnell M. J., Fu Z. F. 2002. Both viral transcription and 
replication are reduced when the rabies virus nucleoprotein is not phosphorylated. 
Journal of Virology, 76, 9: 4153 – 4161 
Zakon o veterinarskih merilih skladnosti (ZVMS). 2006. Uradni list Republike Slovenije, 
15, 93: 9632 – 9654  
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




Zahvaljujem se mentorici prof. dr. Mojci Narat za prevzem mentorstva in vse napotke med 
pisanjem naloge, somentorju prof. dr. Tadeju Malovrhu, dr. vet. med. za priložnost 
opravljanja dela na Inštitutu za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske fakultete v 
Ljubljani in tudi recenzentu prof. dr. Petru Hostniku, dr. vet. med. za strokoven pregled 
naloge in vso predano znanje. 
Hvala tudi ostalim zaposlenim na Inštitutu za mikrobiologijo in parazitologijo, predvsem 
znan. sod. dr. Urški Kuhar, dr. vet. med. za ves namenjen čas in prijaznost.  
Kulić N. Vpliv števila cepljenj proti steklini in starosti … na nivo specifičnih protiteles proti virusu stekline.  




Priloga  A: Rezultati t - testa za določitev statistično značilne razlike v titru protiteles psov 
iz Slovenije med starostnimi skupinami ≤ 1 leto in 1 – 4 let, ≤ 1 leto in > 4 leta ter 1 – 4 let 
in > 4 leta. M = aritmetična sredina, SD = standardni odklon, SP = stopinje prostosti, t = t – 
test za neodvisna vzorca, P = statistična značilnost t – testa. 
 ≤ 1 leto 1 – 4 let ≤ 1 leto > 4 leta 1 – 4 let > 4 leta 
M 3,93 17,48 3,93 16,23 17,48 16,23 
SD 6,92 30,01 6,92 30,01 30,01 30,01 
SP 71  46  90  
t -3,459  -2,617  0,211  
P 0,001  0,012  0,833  
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Priloga  B: Rezultati t - testa za določitev statistično značilne razlike v titru protiteles psov 
iz Romunije med starostnimi skupinami ≤ 1 leto in 1 – 4 let, ≤ 1 leto in > 4 leta ter 1 – 4 let 
in > 4 leta. M = aritmetična sredina, SD = standardni odklon, SP = stopinje prostosti, t = t – 
test za neodvisna vzorca, P = statistična značilnost t – testa. 
 ≤ 1 leto 1 – 4 let ≤ 1 leto > 4 leta 1 – 4 let > 4 leta 
M 8,89 26,46 8,89 15,49 26,46 15,49 
SD 12,26 37,65 12,26 19,05 37,65 19,05 
SP 36  36  42  
t -2,256  -1,298  1,347  
P 0,030  0,203  0,185  
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Priloga  C: Rezultati t - testa za določitev statistično značilne razlike v titru protiteles psov 
iz Srbije in Črne gore med starostnimi skupinami ≤ 1 leto in 1 – 4 let, ≤ 1 leto in > 4 leta 
ter 1 – 4 let in > 4 leta. M = aritmetična sredina, SD = standardni odklon, SP = stopinje 
prostosti, t = t – test za neodvisna vzorca, P = statistična značilnost t – testa. 
 ≤ 1 leto 1 – 4 let ≤ 1 leto > 4 leta 1 – 4 let > 4 leta 
M 9,00 11,48 9,00 25,23 11,48 25,23 
SD 16,66 14,10 16,66 40,76 14,10 40,76 
SP 54  28  25  
t -0,653  -1,795  -1,566  
P 0,516  0,084  0,130  
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Priloga  D: Rezultati t - testa za določitev statistično značilne razlike v titru protiteles psov 
iz Bosne in Hercegovine med starostnimi skupinami ≤ 1 leto in 1 – 4 let, ≤ 1 leto in > 4 leta 
ter 1 – 4 let in > 4 leta. M = aritmetična sredina, SD = standardni odklon, SP = stopinje 
prostosti, t = t – test za neodvisna vzorca, P = statistična značilnost t – testa. 
 ≤ 1 leto 1 – 4 let ≤ 1 leto > 4 leta 1 – 4 let > 4 leta 
M 3,93 3,60 3,93 4,23 3,60 4,23 
SD 9,96 5,37 9,96 3,09 5,37 3,09 
SP 22  22  4  
t 0,121  0,121  -0,291  
P 0,905  0,926  0,785  
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Priloga  E: Rezultati t - testa za določitev statistično značilne razlike v titru protiteles psov 
vseh starosti iz različnih držav. M = aritmetična sredina, SD = standardni odklon, SP = 
stopinje prostosti, t = t – test za neodvisna vzorca, P = statistična značilnost t – testa. 
 Slovenija Romunija Slovenija Srbija in 
Črna gora 
Slovenija Bosna in 
Hercegovina 
M 13,09 18,64 13,09 14,10 13,09 3,79 
SD 26,00 28,21 26,00 24,71 26 7,36 
SP 115  202  187  
t -1,367  -0,307  3,841  
P 0,174  0,759  <0,001  
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Priloga  F: Rezultati t - testa za določitev statistično značilne razlike v titru protiteles psov 
vseh starosti iz različnih držav. M = aritmetična sredina, SD = standardni odklon, SP = 
stopinje prostosti, t = t – test za neodvisna vzorca, P = statistična značilnost t – testa. 
  Romunija Srbija in 
Črna gora 






M 18,64 14,10 18,64 3,79 14,10 3,79 
SD 28,21 24,71 28,21 7,36 24,71 7,36 
SP 128  79  122  
t 1,052  4,052  3,659  
P 0,295  <0,001  <0,001  
 
